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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

A través del tiempo, con el desarrollo de la ciencia y la implementacion de la tecnologia,
el ser humano ha sido capaz de desarrollar nuevos métodos y procesos en su busqueda
de nuevas sustancias, ya sea por medio de una sintesis, la cual consiste en la produccion
de un compuesto a partir de precursores mas sencillos o por medio de una extraccion,
gue se basa en el aprovechamiento de productos naturales que contienen un compuesto
activo dentro de una matriz compleja. Las plantas han sido utilizadas durante miles de
afos en muchas partes del mundo por sus propiedades nutritivas y medicinales; aunque
su empleo con fines terapéuticos estuvo asociado durante muchos afos a ritos religiosos,
en la actualidad, existen una gran variedad de estudios que permiten conocer sus
propiedades funcionales, medicinales y toxicoldgicas y con ello asociar dichos efectos a
un compuesto o una serie de compuestos dentro de la planta, para sustituir a otras
sustancias o mejorar sus propiedades. Los productos naturales poseen un elevado
contenido en principios activos que les confieren diversas caracteristicas quimicas,
bioquimicas y organolépticas, es por lo que hoy en dia las plantas con accién medicinal
han adquirido gran importancia en varias regiones del mundo y son utilizadas en
tratamientos con fines terapéuticos (plantas medicinales), aromaticos (plantas aromaticas
0 esencias) y gastrondmicos (plantas empleadas como condimentos). Un ejemplo de ello
es el romero (Rosmarinus officinalis L.), planta rica en principios activos y con accién
sobre casi todos los 6rganos del cuerpo humano; al tener un alto contenido en aceites
esenciales, cuyos ingredientes activos son flavonoides, acidos fendlicos y principios
amargos, genera accion tonica, alivia dolores musculares y estimula el sistema nervioso,
circulatorio y corazén !l Uno de los compuestos mas importantes dentro del romero es
el acido rosmarinico debido a su elevada capacidad como antioxidante; en este trabajo
se presenta como alternativa de control de calidad de extractos de romero, un método
polarografico que permitira identificar y cuantificar este acido, de forma sencilla, rapida y

confiable.



2. ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1 El Romero

El romero (Rosmarinus officinalis L.) lamado asi comunmente, es una planta de origen
mediterraneo que ha tenido una gran trascendencia en el desarrollo cultural de la
humanidad; diversas civilizaciones desde la antigiedad han utilizado esta planta debido
a sus propiedades magicas o milagrosas, llegando a tener un importante valor simbdlico
y ceremonial 2. Los egipcios, los griegos y los romanos consideraban al romero como
una planta sagrada, simbolizando el amor y la muerte, apareciendo desde entonces en
bodas como signo de fidelidad y promesa del recuerdo en funerales. En la Edad Media
era utilizado para la fumigacion y la proteccion frente a las plagas; en Francia se utilizé
como bactericida en los hospitales publicos incinerando una mezcla de romero y enebro;
formo parte de la botanica griega, donde se utilizaba para favorecer la memoria e incluso
como amuleto para contrarrestar el mal de ojo B,

Ademas de su relacion mistica con el hombre, el romero sustenta toda una industria
quimico-farmacéutica [ °l. Su importancia en la medicina tradicional es reconocida
mundialmente, asi como su actividad farmacolégica, siendo aprovechadas sus
propiedades en la industria cosmética 6 71,

En la actualidad, el romero ha generado una gran cantidad de investigaciones y estudios
debido a sus propiedades quimicas y sus posibles aplicaciones medicinales e
industriales, principalmente por su elevado contenido de acidos cafeico y rosmarinico 8.
Al igual que otras especies de géneros europeos como el toronijil (Melissa officinalis), la
salvia (Salvia officinalis) y la lavanda (Lavandula), el romero fue introducido a México
durante la época colonial [°l. El romero forma parte de la herbolaria mexicana y es una de
las plantas medicinales con mayor difusion y uso en el pais; figura en el cuadro basico
de recursos herbolarios en el grupo de plantas con propiedades broncodilatadoras y
antimicrobianas, se emplea tanto en tratamientos de enfermedades relacionadas con el
aparato digestivo, el sistema nervioso, aparato reproductivo, musculo esquelético, oido,

nariz y garganta 691,



2. ANTECEDENTES

Generalmente, el romero se encuentra de forma silvestre en zonas rocosas y arenosas
cercanas al mar, pero debido a su adaptabilidad y poca exigencia para cultivarse se
reproduce con facilidad en otras zonas ['"%l. En México se cultiva y presenta gran
adaptacién y una amplia distribucion en los Estados de Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacéan, Estado de México, Oaxaca, Puebla, Sonora, Tlaxcala y Veracruz [° ',

El romero pertenece a la familia Labiatae (Labiadas), es una planta arbustiva con tallos
prismaticos, las hojas son estrechas, agudas y pequefias, tienen forma de espigas de
color verde brillante con margenes revolutos y tallos lefiosos y ramificados. El tamafo
varia de 0.5 a 1 metro de altura, florece dos veces al ano, en primavera y otono, las flores

se caracterizan por un color azul claro con pequefias manchas violetas 2],

Figura 1. Planta de romero en floracion (Rosmarinus officinalis L.).

Taxondmicamente el romero es identificado como una sola especie, aunque es posible

encontrar hibridos en la naturaleza segun algunas clasificaciones morfoldgicas 3.
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La clasificacion popular entre los productores, herbolarios y comerciantes distingue dos
tipos de romero (romero macho: M y romero hembra: H), cuya distincién se hace notar
en la intensidad del aroma, el color, la forma, el tamafo, sus propiedades medicinales y
su actividad antibacteriana, caracteristicas que se presentan en mayor grado en el
romero M con respecto al romero H, y son debidas principalmente a pequefias diferencias

entre las cantidades de algunos compuestos que contienen cada una de ellas ['4,

Figura 2. Rosmarinus officinalis L. 1. Rama Floral, 2. Flor, 3. Caliz cerrado, 4. Pedicelo, 5. Corola, 6.

Estambre con anteras, 7. Pistilo, 8. Fruto, 9. Semilla, 10. Ovario. Tomado de Missouri Botanical Gardens.

Litografia en color, Kohler’s Medizinal Pflazen. Fotografiado por James Zarucchi [1°],
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2.2 Composicion quimica del romero

El romero es una de las plantas medicinales con mayor relevancia en la actualidad, su
composicidn quimica puede variar de acuerdo con su origen, aspectos relacionados con
su crecimiento y floracion como la época del afio, humedad, tipo de suelo, etc. Diversos
estudios han identificado alrededor de 200 componentes quimicos constituyentes de los
aceites esenciales ['6'8. Dentro de éstos, hay compuestos alifaticos, monoterpenos:
alcoholes, cetonas, éteres, ésteres y sesquiterpenos. Los compuestos mas ligeros del
aceite esencial son los compuestos alifaticos como 2-metilbutanal, 3-octanol, 1-octen-3-
ol, 3-octanona, cuyo contenido es menor al 0.1 %. Los compuestos monoterpenos de los
aceites esenciales brindan la calidad olfativa de los mismos, su contenido varia del 20 al
75 %, entre los cuales podemos encontrar monoterpenos aciclicos: mirceno, ocimeno;
monociclicos: limoneno, a y y terpineno, p-cimeno; biciclicos: a y B pineno, 3-careno;
alcoholes: lonalool, a-terpineol, borneol; cetonas: alcanfor, verbenona; ésteres: acetato
de bornilo; éteres: eucaliptol. Cerca de 30 sesquiterpenos han sido identificados en el
aceite de romero, siendo los compuestos cariofileno y humuleno los mas abundantes, su
contenido puede variar del 2 % hasta el 8 % ['°l. La mayor cantidad de los componentes
con demostrada actividad biolégica del romero se encuentran en las hojas, de donde se
obtienen sus derivados, aceite y extracto [?%. Los acidos fendlicos, cafeico y rosmarinico
son dos de los compuestos de mayor trascendencia en el romero debido a su elevada
capacidad antioxidante ?'- 22, Incluso se ha demostrado que el acido rosmarinico es un
antioxidante superior a la vitamina E, previniendo el dafio causado por los radicales
libres 1231, Debido al uso comercial que se hace de los derivados del romero, es evidente
el creciente interés tanto por parte de los consumidores como de la propia industria en lo
que a los parametros de calidad se refiere. Los principales requisitos para producir aceites
esenciales consisten en disponer del material vegetal correcto, buenos suelos, material

adecuado de riego, equipo de cosecha y finalmente equipo de destilacion.
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Los aceites esenciales son los derivados de productos naturales con mayor demanda,

obteniéndose principalmente mediante dos métodos:

1) Destilacion con vapor de agua

2) Maceracion

La extraccion por maceracion es un proceso considerado lento y costoso, ya que en
ocasiones la cantidad de disolvente utilizado puede llegar hasta una proporcion 20:1 en

relacion con la planta utilizada.

2.3 Importancia econémica mundial de los aceites esenciales

Se conocen alrededor de 3,000 tipos de aceites esenciales, aunque solo 300 tienen
importancia comercial. Se puede afirmar que, a escala mundial, los 18 aceites esenciales
mas importantes representan casi el 50 % del valor total. Casi el 90 % del consumo
mundial de aceites esenciales, se produce en 13 paises, liderados por Estados Unidos y
China. ElI mercado mundial de plantas aromaticas y medicinales aporta alrededor de

83,000 millones de dolares 241,

La demanda de composiciones aromaticas ha crecido en el sector agroindustrial a razon

de un 10 % anual desde 1960; sus principales destinos son:

- Industria de bebidas

- Industria de lacteos

- Industria de golosinas

- Productoras de saborizantes
- Productoras de cosméticos

Recientemente los aceites esenciales han experimentado un ligero aumento frente a los
productos de sintesis. A nivel mundial se producen 300 toneladas de aceite esencial de

romero, siendo Espafia, Marruecos y Tunez los paises de mayor produccion [25-27],
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Segun la FAOQ, el aceite esencial de romero ocupa el octavo lugar de produccion a nivel
mundial. En México, la importacidn de aceites esenciales ocupa el vigésimo lugar entre
los productos que generan la salida de divisas, por ello la produccion de romero, ademas
de su importancia medicinal dentro de un plan nacional de salud, es un recurso viable
para la industria como materia basica en la elaboracién de perfumes, en medicinas
alternativas y como recurso economico para los productores de plantas medicinales y

aromaticas [25 28],

Figura 3. Aceite esencial de romero.



2. ANTECEDENTES

2.4 Acido rosmarinico

El interés que genera el acido rosmarinico esta directamente relacionado con su actividad
biologica; diversos estudios demuestran sus propiedades como astringente,
antiinflamatorio, antibacterial, antimutagénico y antioxidante [°l. También se ha
demostrado que es un compuesto util para la prevencion de la aterosclerosis y el cancer;
es efectivo para el tratamiento del asma alérgica y reduce la hinchazén durante un ataque
de alergias, siendo un antihistaminico natural eficaz %32, El 4cido rosmarinico es un
solido de color marron, con olor ligeramente amargo, tiene una masa molar de
360.31 g/mol y su punto de fusién es de 171 a 175 °C; fue aislado por primera vez en
1958 por los quimicos italianos M.L. Scarpati y G. Oriente a partir de la planta Rosmarinus

officinalis Lamiaceae 133,

Figura 4. Estructura de acido rosmarinico (C1sH160s). Nombre IUPAC: Acido (2R)-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-
{[(2E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-propenoil]oxi} propandico 341,

La presencia de este acido en plantas medicinales, hierbas y especias es benéfica y tiene
efectos positivos en la salud de las personas que las consumen 35, Este compuesto ha
sido identificado en plantas como el romero, el orégano, la salvia, la menta, la ruda, el

toronijil y algunas otras [36 371,
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2.4.1 Obtencién

El acido rosmarinico es un éster del acido cafeico y acido 3,4-dihidroxifenilactico; para
que estos compuestos lleguen a formarse en la naturaleza, es necesaria una serie de
reacciones y transformaciones que comienza con los aminoacidos L-Fenilalanina y
L-Tirosina; el acido cafeico es formado unicamente por la L-Fenilalanina y el acido
3,4-dihidroxifenilactico so6lo por la L-Tirosina en un proceso en el que intervienen 8
enzimas 13839 |La sintesis de este acido ha sido reportada en una patente cuyo
rendimiento global indicado es del 49 % y en la que el ultimo paso de la sintesis incluye

una esterificacion de Fischer [4°],

Figura 5. Estructura del acido cafeico. Figura 6. Estructura del acido 3,4-dihidroxifenilactico.

Enzimas

Figura 7. Estructura del acido rosmarinico.
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2.4.2 Biosintesis

Figura 8. Via biosintética para la formacion de acido rosmarinico encontrada en cultivos en suspension
de Coleus blumei. PAL = Fenilalanina amoniaco-liasa; C4H = Acido cinamico 4-hidroxilasa;
4CL = Hidroxicinamato:CoA ligasa; TAT = Tirosina aminotransferasa; HPPD = Hidroxifenilpiruvato
dioxigenasa; HPPR = Hidroxifenilpiruvato reductasa; RAS = (Acido rosmarinico sintasa) Hidroxicinamoil-
CoA:hidroxifenil lactato hidroxicinamoil transferasa; 4C-pHPL 3H, 4C-pHPL 3'H = 4-cumaroil-4’-
hidroxifenil lactato 3/3’-hidroxilasas; Caf-pHPL 3'H = Cafeoil-4’-hidroxifenil lactato 3’-hidroxilasa;
4C-DHPL 3H = 4-cumaroil-3",4 -dihidroxifenil lactato 3-hidroxilasa; HCS/QT = Hidroxicinamoil CoA:

shikimato/quinato hidroxicinamoil transferasa; C-S/Q 3H = 4-cumaroil shikimato/quinato 3-hidroxilasa [39],

10
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2.4.3 Distribucidn de acido rosmarinico en el reino vegetal

La distribucion de acido rosmarinico en el reino vegetal es muy variada, se encuentra en
todas las plantas de la familia Boragineceae, se puede encontrar en los helechos de la
familia Blechnaceae, en la familia Zosteraceae, en la familia Apaiaceae, dentro de la
familia de las Lamiaceae esta restringido a la subfamilia Nepetoideae y dentro de la clase
Dicotyledoneae #1431, Esta distribucién muestra que la presencia de acido rosmarinico
no puede ser considerada como un marcador quimiotaxonémico para diferenciar entre

familias.

Figura 9. Algunas plantas en las que se ha identificado el acido rosmarinico #-43],

11
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A pesar de que se ha demostrado la existencia de algunos derivados de acido
rosmarinico, su biosintesis en los productos naturales es muy escasa, esto en
comparacion con la cantidad de acido rosmarinico producido, los derivados mas
conocidos son el acido isorinico y el acido litospérmico, los cuales presentan propiedades

similares entre ellos.

OH
HO
A 0 OH
Acido rosmarinico
HO
OH
i j:H/O/
HO HO
N 0
Acido isorinico
HO

Figura 10. Estructura del acido rosmarinico y algunos derivados 39,

En la actualidad, existen diversas investigaciones sobre los efectos biolégicos del acido
rosmarinico; sin embargo, no existe un estudio que describa su estabilidad o que
mencione aspectos relacionados con su reactividad; es por ello que el proyecto propone
la creacidn de un método de analisis para su observacidon mediante la variacion de
parametros relacionados con la condicionalidad y posteriormente la propuesta de un

método que permita la cuantificacion de este acido de forma practica y funcional.

12
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2.5 Marco teérico

Hoy en dia, se cuenta con diversas técnicas que permiten identificar y cuantificar un
compuesto con base en sus propiedades; la voltamperometria es un método
electroanalitico que depende de la medida de corrientes en funcion del potencial aplicado
y se basa en el estudio de reacciones redox o de oxidacion reduccion. Una reaccion redox
es aquella en la que cambia el estado de oxidacion de las especies reaccionantes porque
se produce un intercambio de electrones entre los reactivos, y con ello, viene asociado
un cambio de energia quimica. Para que exista este intercambio de energia se necesita
de varios componentes, que en conjunto forman una celda electroquimica; una celda
electroquimica es un dispositivo capaz de obtener energia eléctrica a partir de reacciones
quimicas o bien, producir reacciones quimicas a través de la aplicacién de energia
eléctrica 44, Existen dos tipos de celdas electroquimicas, las celdas galvanicas, en las
que ocurre una reaccion quimica de forma espontanea para producir energia eléctrica, y
las celdas voltaicas, en las que es posible controlar una reaccidén quimica imponiendo un
voltaje, proceso conocido como electrdlisis °. En ambos tipos de celdas, el electrodo

en que ocurre la oxidacion se llama anodo y en el que ocurre la reduccion se llama catodo.

Figura 11. Celda electroquimica.
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2. ANTECEDENTES

Las celdas electroquimicas son importantes en métodos electroanaliticos como la
voltamperometria, en la que sustancias electroactivas participan en una reaccion redox
en un electrodo para producir una cantidad medible de corriente, aplicando un potencial
adecuado para hacer que ocurra una reaccion no espontanea o para controlar una
reaccion espontanea. Durante la electrdlisis, el reactivo alcanza la superficie del electrodo
por tres mecanismos: (1) la migracién por efecto de un campo eléctrico (cuando el
reactivo tiene carga); (2) la conveccion resultante de la agitacién o vibracion, y (3) la
difusion como consecuencia de diferencias de concentracion entre la superficie del
electrodo y el seno de la disolucion. En la voltamperometria se trata de minimizar el efecto
de la migracion mediante la introduccion de un exceso de electrolito soporte inerte.
Cuando la concentracién de este electrolito soporte excede la del analito en un orden de
50 a 100 veces o mas, la fraccion de corriente de migracion total transportada por el
analito se acerca a cero. En consecuencia, la velocidad de migracion del analito hacia el
electrodo de carga opuesta se hace practicamente independiente del potencial aplicado;

asi, la electrolisis se debera a la difusion [46],

2.5.1 Polarografia

En las técnicas voltamperométricas se utiliza una celda compuesta de un arreglo de 3
electrodos: un electrodo de trabajo, un electrodo de referencia y un electrodo auxiliar,
cuando el electrodo de trabajo es un electrodo de gota de mercurio (EGM), la técnica se
denomina polarografia. La polarografia es un tipo de voltamperometria en el que se
minimiza el transporte de masa por migracion y conveccion, siendo la difusion (en
régimen estacionario o cuasi estacionario) el unico modo de transporte que controla la
intensidad de corriente. El potencial eléctrico se mide entre el electrodo de trabajo (EGM)
y un electrodo de referencia (con frecuencia es un electrodo de calomel) con un voltimetro
de alta impedancia, en donde la corriente que circula se puede considerar despreciable.
Por otro lado, la corriente se mide entre el electrodo de trabajo y un electrodo auxiliar
inerte, generalmente un alambre de platino *4l. El uso del electrodo de gota de mercurio
tiene ciertas ventajas, debido a que la superficie se renueva periédicamente se evita la

pasividad del electrodo y que la determinacion no dependa del pasado de la gota.
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2. ANTECEDENTES

Las gotas de mercurio son muy reproducibles y hacen que bajo las mismas condiciones
de electrolito soporte, las lecturas de corriente también lo sean, lo que permite la

utilizacion del potencial de media onda (E12) para identificar especies.

Figura 12. Celda polarografica.

La corriente de difusion es proporcional a la concentracion, permitiendo la cuantificacion
de las especies electroactivas en la solucion. EIl EGM posee un elevado sobrevoltaje para
la formacién de hidrogeno, lo que hace posible el estudio polarografico de iones en medio
acido, adicionalmente las determinaciones son mas rapidas que en otros métodos
electroanaliticos y se requiere poca cantidad de muestra. Dentro de las limitaciones que
tiene la técnica cabe mencionar que la oxidacion del mercurio tiene lugar en
aproximadamente 0.4 V en medio acuoso vs. ECS, en solventes no acuosos la aplicacion
de la polarografia esta también limitada por el potencial de descomposicién del
disolvente. Es decir, se cuenta con un intervalo de trabajo conocido como dominio de
electroactividad limitado por las barreras catédica y anddica, las cuales son establecidas
por el electrodo de trabajo, el electrolito soporte o el disolvente.
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2. ANTECEDENTES

Cuando el disolvente utilizado es agua, la barrera catddica corresponde a la siguiente

reaccion:

2 H* + 2e” « Hzg) en medio acido

2 H20 + 2e” > Hzg) + 2 OH" en medio basico o neutro

La barrera anddica esta limitada por la oxidacion del mercurio como se muestra en la

siguiente reaccion:

Hg® < Hg(ll) + 2e

Por convencion, las reacciones de oxidacion tienen un valor de intensidad de corriente

positiva (+) y las reacciones de reduccion un valor negativo (-). Por lo tanto, las curvas

intensidad-potencial de los procesos de oxidacion apareceran en la parte superior del

diagrama, mientras que las curvas correspondientes a los procesos de reduccion se

podran apreciar en la parte inferior.

HEVIRGY!

Oxidaciones

Dominio de electroactividad

EW)

Barrera

anddica ||

3 _—

-

/ Reducciones
Barrera

catodica

(5]

Figura 13. Polarograma tipico.

16



2. ANTECEDENTES

Otra dificultad que presenta el analisis voltamperométrico (es decir, no aplicable
exclusivamente al uso del EGM) es la interferencia del oxigeno disuelto, debido a que

produce dos ondas de reduccion correspondientes a 2 procesos.

1. Reduccion del oxigeno a peroxido: Oz(g) + 2H* + 2e- —» H202 E=-0,1V.*
2. Reduccion del peroxido de hidrégeno: H202 + 2H* + 2e- —» 2 H20 E=-0,9 V.*

* Potenciales respecto al electrodo de calomel saturado.

Por este motivo, es necesario eliminar el oxigeno disuelto, burbujeando la disolucién con
un gas inerte de alta pureza durante varios minutos antes de comenzar el
experimento 6, Una vez que se ha eliminado el oxigeno se trazan las curvas de
intensidad en funcion del potencial, curvas conocidas como polarogramas. Un
polarograma, es la representacion de la variacion de la corriente en respuesta al potencial
aplicado. Desde el punto de vista analitico, los parametros de mayor interés en estas
curvas son la intensidad de corriente y el potencial de media onda. La intensidad de
corriente limite (is), es la variable cuantitativa y esta restringida por la velocidad con la
que el analito entra en contacto con la superficie del electrodo, siendo la difusion (en
régimen cuasi estacionario) el unico medio de transporte de masa; por ello también es
conocida como corriente limite de difusion. El potencial de media onda (E1/2), corresponde
en el polarograma, al potencial en el cual la intensidad de corriente es la mitad de la
corriente limite y es la variable cualitativa del método, debido a que es caracteristico de

cada analito en un determinado medio.
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2. ANTECEDENTES

Figura 14. Curvas intensidad-potencial en polarografia clasica; en el polarograma se puede observar una

sefial de oxidacion tipica, mostrando las variables cualitativa y cuantitativa importantes para el método 161,

Cuando el unico modo de transporte actuando es la difusion, se obtiene una relacién
directa entre la corriente medida y la concentracion de la especie electroactiva. Esta
relacion fue desarrollada por Dionyz llkovic en 1934, donde considerdé que el area del
electrodo cambia constantemente, asumiendo que la gota es esférica todo el tiempo,
aplico las leyes de difusion (leyes de Fick) para una difusion radial hacia la superficie del

electrodo, obteniendo la ecuacién: is = n KP C.

Donde KP es la constante de difusién, n es el niUmero de electrones intercambiados y C
es la concentracion del analito; de esta forma, se obtiene una relacion lineal entre la
concentracion de la especie analizada y el valor de la corriente difusional. La no linealidad
entre la intensidad de corriente y la concentracion puede ser debida con frecuencia a
fendmenos de adsorcion al electrodo, reacciones quimicas acopladas, factores cinéticos,
e incluso a la evaporacion del disolvente durante el burbujeo de gas para eliminar el

oxigeno disuelto.
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2. ANTECEDENTES

2.5.2 Modalidades polarogréficas

El uso de la polarografia con fines cualitativos consiste en registrar el polarograma de la
muestra en un determinado electrolito soporte y comparar el potencial de media onda o
el potencial de pico con el de especies conocidas registradas en el mismo medio;
comunmente se utiliza la polarografia clasica para identificar una especie, con este
método se registra la corriente como una funcion del voltaje aplicado con cierta rampa
lineal de voltaje de corriente directa a la celda polarografica. El voltaje aplicado puede
oxidar o reducir una especie cuando comienza a alcanzarse el potencial de
transformacion, esto provoca que aumente la concentracion de la especie transformada
en la superficie del electrodo y como consecuencia la corriente también aumente. Al
seguir aumentando el voltaje se llega a un punto donde el gradiente de concentracion
alcanza su valor maximo y permanece constante con el voltaje aplicado, esto hace que
la corriente permanezca constante, debido a que ocurre la polarizacion completa del
electrodo; la concentracion de la forma inicial del analito electrolizado en la superficie del
electrodo es mucho menor (casi nula) que la concentracion en el seno de la disolucién.
Esta corriente, que se hace independiente del voltaje aplicado, se denomina corriente de
difusion o corriente limite por difusion, debido a que esta limitada por la velocidad de
difusion de la especie electrolizable hacia el electrodo. Para procesos reversibles, el
potencial de media onda es una caracteristica de la especie electroactiva y del medio
(electrolito soporte), no dependiendo de la concentracién ni de las caracteristicas del
capilar utilizado. Para procesos irreversibles, el potencial de media onda depende de la
concentracion y de las caracteristicas del electrodo, aunque la influencia de estos
factores sobre el potencial de media onda no es lo suficientemente grande como para
impedir la identificacion de una especie por su E12. La polarografia diferencial de
impulsos utiliza pequefios impulsos superpuestos a una rampa lineal de voltaje. En esta
se mide la corriente antes de la aplicacion del pulso y al final de este. El polarografo resta
la primera corriente de la segunda, y representa esta diferencia frente al potencial
aplicado; al medir la corriente de esta forma se aumenta la sensibilidad del método.
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2. ANTECEDENTES

Los limites de deteccion de las técnicas polarograficas vienen fijados normalmente por la
magnitud de la corriente capacitiva, la cual es el flujo de carga que se almacena entre la
interfase electrodo-disolucién, mejor conocida como doble capa. La polarografia
diferencial de impulsos presenta mayor sensibilidad que la polarografia clasica; por medio
de ella se pueden medir concentraciones de hasta 108 mol/L, mientras que por la
polarografia clasica se detectan concentraciones de hasta 10 mol/L. Esto se debe al
aumento de la corriente faradaica combinado con una disminuciéon en la corriente
capacitiva [, Con fines de analisis cuantitativo, se mide la intensidad de corriente (id),
para lo cual se utiliza la altura de pico o de onda correspondiente a cada analito y se
compara con la curva de calibrado trazado para diferentes concentraciones de la especie

en el mismo medio, de acuerdo con la ecuacion de llkovic [4°!.

2.5.3 Estudio matemético de las ondas polarogréficas

Considerando el sistema sencillo: Ox + ne- < Red; las ondas polarograficas describen

un comportamiento expresado por la ecuacion de Nernst a 25 °C.

0.059 Ox
= E° log| —
E=E°+ n Og[Red}

Que se convierte en:

E— By, + 2059 log[ I zo.v.l
n Irod = 1

Para la sefial polarografica. Para procesos de oxidacion o anddicos, la ecuaciéon se

escribe de la forma:

E = Ey,+ 0059 log[ ired - 1 J
n i
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2. ANTECEDENTES

Una gréfica de potencial (E) vs. log [ird -ili] €s una linea recta cuya ordenada al origen
corresponde al potencial de media onda (E12) y la pendiente (m = 0.059/n) involucra el
numero de electrones intercambiados (n); se relaciona con la cinética de la reaccion y
muestra si el proceso cumple con la ecuacion de Nernst de manera ideal o no.

En caso de que se cumpla la ecuacibn de Nernst se considera un sistema
electroquimicamente rapido. El potencial de media onda es caracteristico de cada
sistema redox en un determinado medio y en general es independiente de la
concentracion de la especie electroactiva. Proporciona informacion sobre la velocidad
con la que se alcanza el equilibrio de reaccion en la superficie del electrodo #°l. Para
sistemas que se alejan del comportamiento nernstiano, las ondas polarograficas se

pueden representar segun la ecuacion de Tafel:

anF
2.3RT

logi=logiy+ * 1)

Donde n es el sobrepotencial (N = E — Eeq), / €s la corriente, ip es la corriente de
intercambio, que representa la corriente que se transfiere al potencial de equilibrio (Eeg),
a es el coeficiente de transferencia de carga, n es el numero de electrones
intercambiados, F es la constante de Faraday, R es la constante universal de los gases
y T la temperatura absoluta. En esta ecuacion ip y a representan los parametros cinéticos,
siendo mayor la velocidad de intercambio de electrones para valores mayores de ip y
valores de a cercanos a 0.5. Una representacion de potencial (E) vs. log |i|, es una
herramienta Gtil para evaluar parametros cinéticos. Se pueden identificar dos ramas, una
anddica con una pendiente igual a anF/2.3RT y una catddica con una pendiente igual a

-anF/2.3RT. Ambos segmentos pueden extrapolarse con el fin de calcular ip 41,
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En la dinastia faradnica se colocaban ramas de romero sobre las tumbas con

la intencion de perfumar el viaje hacia el pais de los muertos.

Papiro de Hunefer 1275 a.C. (The British Museum Press). Juicio de Osiris, el
difunto es llevado ante Osiris, donde Anubis pesa su corazon en una balanza contra
una pluma que representa a Maat, la diosa de la verdad y la justicia, Tot anota el
resultado, si su corazén es tan ligero como la pluma, se le permite pasar a la otra

vida. Si no es asi, es devorado por la criatura Ammyt.



3. OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Conocer el comportamiento del acido rosmarinico en distintas condiciones mediante su
estudio analitico y electroquimico fundamental, con el fin de proponer un método eficaz
para su cuantificacion en extractos naturales.

3.2 Objetivos particulares

1.- Estudiar las propiedades acido-base del acido rosmarinico mediante valoraciones

potenciométricas.

2.- Estudiar el comportamiento éxido-reduccién del acido rosmarinico mediante barridos

de potencial con un electrodo de gota de mercurio como electrodo de trabajo.

3.- Observar la formacién de complejos mediante la adicion de distintos cationes

metalicos y realizar su valoracién complejométrica correspondiente.

4.- Utilizar la informacién obtenida en el estudio electroquimico para realizar la

cuantificacion del acido rosmarinico en muestras naturales.
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4. METODOLOGIA

Acido rosmarinico (C1gH160s)
Sigma Aldrich
Pureza reportada: 97%
Pf. 171-175°C

Busqueda de propiedades
y caracteristicas del acido
rosmarinico en la literatura

.
- Preparacion de la disolucion Pruebas cualitativas con
Pruebas de solubilidad de trabajo de acido cationes metalicos
q rosmarinico
l Seleccion del disolvente y

de la sal parala
preparacion del electrolito
soporte

Valoracién
potenciométrica de la
disolucion de trabajo

Barridos de potencial para
obtener las curvas i/E del
electrolito soporte y del acido

rosmarinico
~
. Identificacidon y estudio de las : o
Tratamiento de muestras = y estud Estudio de la complejacién
comerciales sefales caracteristicas del —> del acido rosmarinico
! acido rosmarinico
J

Identificacion y cuantificacion
del acido rosmarinico en
muestras naturales

v

Extraccion Soxhlet de
romero

[ Resultados y discusion ]

Figura 15. Metodologia.
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4. METODOLOGIA

4.1 Equipo

El laboratorio cuenta con el equipo y material necesario para realizar todos los analisis
mencionados en la metodologia, desde el material de uso comun, como material
volumeétrico, material graduado, micropipetas, vasos de precipitados, buretas, tubos de
ensayo, naves para pesar, etcétera, hasta equipo electronico; entre los mas importantes

a mencionar son:

- Balanza analitica Mettler AE240.

- 827 pHmetro lab marca Metrohm fabricado en Suiza, medidor de pH, voltaje y

temperatura.

- Polarégrafo modelo 797 VA Computrace marca Metrohm que funciona con el software
797 VA Computrace Software 1.2 y se encuentra adaptado a un electrodo de gota de
mercurio (EGM), un electrodo de alambre de platino como electrodo auxiliar y un

electrodo de referencia: Ag/AgCI/KClac 3 mol/L.

- Equipo de extracciéon Soxhlet para extraccién sélido-liquido.
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4. METODOLOGIA

4.2 Reactivos

Reactivo Pureza Marca comercial
Ftalato acido de .
botasio 99.8 % Aldrich
Hidroxido de sodio 99.3 % J.T. Baker
Acido Rosmarinico 97 % Aldrich
Acido perclérico 70 % Mallinckrodt
Hidroxido de litio 98 % Merck
Cobre electrolitico RA. | s
Acido nitrico 65 % Merck
Sulfato de cobre 99 % J. T. Baker
Nitrato de mercurio 99 % Merck
Etanol absoluto | - Analytyca
Nitrégeno 99.998 % Praxair

Tabla 1. Reactivos utilizados.

4.3 Patron de acido rosmarinico

El estudio analitico se realiz6 con el compuesto puro, con el objetivo de conocer su
comportamiento y elaborar un patron secundario; posteriormente se utilizaron muestras
comerciales de distintas marcas y un extracto de romero para identificar y cuantificar el

acido rosmarinico en ellas.

- Acido Rosmarinico marca SIGMA-ALDRICH
- Polvo marron

- Olor ligeramente amargo

- Punto de fusion: 171-175°C

- PM: 360.31 g/mol
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4. METODOLOGIA

4.4 Pruebas de solubilidad

Con la finalidad de encontrar un medio en el cual el acido rosmarinico sea completamente
soluble y ademas permita realizar el estudio electroquimico, se realizaron pruebas de
solubilidad del acido rosmarinico en diferentes disolventes. Para ello, se colocaron en
diferentes tubos de ensayo 2 mL de cada uno de los disolventes a probar, que fueron:
agua desionizada, mezclas de agua-etanol (proporciones 70:30, 50:50, 30:70 y 90:10
respectivamente), etanol absoluto, hexano y DMSO. En cada tubo se colocaron 10 mg
aproximadamente de acido rosmarinico y se agité vigorosamente, se anotaron todas las
observaciones. Una vez realizadas las pruebas de solubilidad y de haber seleccionado el
disolvente para trabajar de acuerdo con los resultados, se prepard una disolucién de

trabajo de concentracion cercana a 0.01 mol/L.

4.5 Valoracion potenciométrica de la disolucién patréon

La valoracion de la disolucién de acido rosmarinico se realizd con NaOH previamente
estandarizado con ftalato acido de potasio; se realizé la titulacion de diferentes alicuotas
de la disolucion de trabajo; la concentracién del acido rosmarinico fue calculada utilizando

el método de la primera derivada.

4.6 Pruebas cualitativas con cationes metalicos

Estas pruebas fueron realizadas a la gota, se tomaron alicuotas de 50.0 uL de la
disolucidn de acido rosmarinico preparada con una concentracion de alrededor de 0.01
mol/L y se colocaron en diferentes celdas de una lamina de porcelana, se agregaron 20.0
ML de distintos cationes metalicos en cada celda; se anotaron las observaciones.
Después de algunos minutos se agregaron 20.0 pL mas de cation a cada celda
correspondiente; este paso se repitid en dos ocasiones. La concentracion de la disolucion
de cation fue en cada caso similar a la concentracion de nuestra disolucion de trabajo, es

decir, aproximadamente de 0.01 mol/L.

26



4. METODOLOGIA

4.7 Estudio electroquimico fundamental del acido rosmarinico

El estudio electroquimico del acido rosmarinico se realizé6 por medio de técnicas
polarograficas. Para detectar las sefiales del compuesto se trazaron curvas intensidad-
potencial (i/E) por polarografia clasica y polarografia diferencial de impulsos. Como
electrolito soporte se utilizé una disolucién de LiClIO4 0.5 mol/L en agua. El disolvente
utilizado fue elegido con base en los resultados de las pruebas de solubilidad del acido
rosmarinico, mientras que la sal fue seleccionada de acuerdo con los datos encontrados
en la literatura, para tener un intervalo de potencial amplio. Como primer paso se trazo la
curva i/E del electrolito soporte, esta curva se conoce como corriente residual; con ella
se determind el dominio de electroactividad. La metodologia de trabajo consistié en
colocar 20.0 mL de electrolito soporte en la celda electroquimica y burbujear nitrégeno
durante 10 minutos para eliminar el oxigeno disuelto; a continuacion, se midi6 la corriente
residual. Posteriormente se realizaron adiciones de la disolucion de acido rosmarinico.
Luego de cada adicién se registré la correspondiente curva i/E, bajo las siguientes
condiciones: velocidad de barrido de 6 mV/s, intervalo de trabajo de -2.0 a 0.5 V, en el
caso de polarografia diferencial de impulsos se utiliza una amplitud de impulso de 50 mV

y duracién del impulso de 40 ms.

4.8 Valoraciones complejométricas

Las valoraciones complejométricas se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones que
el estudio fundamental, colocando en la celda electroquimica 20.0 mL de electrolito
soporte, burbujeando nitrégeno por 10 minutos y registrando su correspondiente corriente
residual; a continuacién, se realizaron varias adiciones de la disolucion patron de acido
rosmarinico y se trazaron las curvas i/E de cada adicion; posteriormente se hicieron
adiciones de una disolucion de Cu(ll) 0.0073 mol/L en agua, o de Hg(ll) 0.0101 mol/L en
agua segun el caso; las adiciones fueron realizadas con el objetivo de obtener diferentes

proporciones para la relacién molar cation/acido rosmarinico durante la valoracion.
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Después de cada adicion de catidn se burbujed nitrogeno por 30 segundos mas para
eliminar el oxigeno disuelto que haya podido ser agregado y se registrd la respectiva
curva de i/E utilizando la técnica de polarografia diferencial de impulsos. Es necesario
mencionar que las disoluciones de cation fueron estandarizadas previamente en el mismo

medio de trabajo.

4.9 Cuantificacion de acido rosmarinico en extractos naturales

Para la determinacion del acido rosmarinico en los productos comerciales, se contd con
dos destilados de romero y con dos aceites de romero; se colocaron 20.0 mL de LiClO4
0.5 mol/L en agua, se burbujed nitrogeno por 10 minutos para eliminar el oxigeno disuelto
y se trazaron las curvas de i/E correspondientes en polarografia clasica y polarografia
diferencial de impulsos del electrolito soporte. Para la cuantificacién del compuesto en
los destilados de romero se tomaron alicuotas de 5.0 uL y 20.0 yL del producto con ayuda
de una micropipeta; segun los fabricantes, el destilado de romero es obtenido por medio
de destilacion por arrastre de vapor, por lo que primero se realizé una prueba de
solubilidad del producto en el electrolito soporte. En cada adiciéon se burbujed nitrégeno
durante 1 minuto y se trazé la respectiva curva i/E utilizando la técnica polarografia
diferencial de impulsos; al terminar las adiciones de la muestra comercial, se realizaron
adiciones de 10.0 pyL y 20.0 uL de la disolucion patron de acido rosmarinico, se burbuje6
nitrégeno por 30 segundos entre cada adicion y se trazo la curva de i/E de cada adicion
con la técnica diferencial de impulsos. A diferencia de los destilados, los aceites de
romero necesitaron de un tratamiento para extraer el acido rosmarinico disuelto; esto se
determind haciendo una prueba de solubilidad de la misma forma que con los destilados;
los fabricantes indican que el producto contiene 10 % de extracto de romero. Primero, se
realizé una extraccion liquido-liquido utilizando como disolvente etanol absoluto; se tomo
una alicuota de 3.0 mL de aceite de romero y se coloco en un tubo de ensayo, se adiciono
1.0 mL de etanol absoluto y se agitd vigorosamente, se esperd 24 horas para que se

separaran las fases por completo.
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Una vez separadas las fases, se tomo la fase alcohdlica y se colocé en un matraz
volumeétrico de 5.0 mL; al tubo de ensayo se le agregd 1.0 mL mas de etanol, se agit6 de
nuevo y se esperod a que se separaran las fases nuevamente; este paso se repitié en

varias ocasiones y en varios tubos de acuerdo con lo siguiente:

Matraz 1. Una extraccion con 1.0 mL de etanol, aforado con 4.0 mL de etanol.

Matraz 2. Dos extracciones con 1.0 mL de etanol cada una, aforado con 3.0 mL de etanol.
Matraz 3. Tres extracciones con 1.0 mL de etanol cada una, aforado con 2.0 mL de etanol.
Matraz 4. Cuatro extracciones con 1.0 mL de etanol cada una, aforado con 1.0 mL de

etanol.

Cada matraz fue llevado al aforo hasta un volumen de 5.0 mL con etanol absoluto y
conservado en una temperatura de aproximadamente 10 °C para evitar la evaporacion

del disolvente. Cada uno de los matraces fue analizado en experimentos separados.

Para el analisis de cada uno de ellos, se utilizaron 20.0 mL de electrolito soporte, se
burbujed nitrégeno por 10 minutos y se trazaron las curvas de i/E correspondientes en
polarografia clasica y polarografia diferencial de impulsos; se realizaron adiciones de 5.0
ML de muestra problema, en cada adicién se burbujeo nitrégeno durante 1 minuto y se
trazd la respectiva curva i/E utilizando como técnica la polarografia diferencial de
impulsos; al terminar las adiciones de la muestra problema se realizaron adiciones de
10.0 uL de la disolucién patron de acido rosmarinico, se burbujed nitrégeno por 1 minuto
en cada adicién y se trazo la curva de i/E de cada una. Todos los experimentos fueron
realizados bajo las siguientes condiciones: velocidad de barrido de 6 mV/s, intervalo de
trabajo de -2.0 a 0.5 V, en el caso de polarografia diferencial de impulsos se utiliza una

amplitud de impulso de 50 mV y duracién del impulso del 40 ms.
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4.9.1 Determinacion del contenido de acido rosmarinico en romero: extraccion
Soxhlet

La extraccion Soxhlet ha sido el método estandar de extraccion de muestras solidas mas
utilizado desde su disefio en el siglo pasado, actualmente, es la principal técnica de
referencia con el que se comparan otros métodos de extraccion. Muchos métodos de la
EPA (U.S. Environmental Protection Agency) y de la FDA (Food and Drugs
Administration) utilizan esta técnica clasica como método oficial para la extraccion
continua de sdlidos. En la determinacién del contenido de acido rosmarinico en romero
se utilizo esta técnica debido a que se presentan ciertas ventajas, algunas de ellas son:
la sencillez de la metodologia y que no depende de la matriz, ademas de que la extraccion
se realiza con el disolvente caliente, lo que favorece la solubilidad del analito y origina

que se obtengan excelentes recuperaciones.

Figura 16. Sistema de extraccion Soxhlet.
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Para la preparacion del extracto de romero se utilizaron 32.14 g de romero seco y limpio;
se colocaron en el dedal situado dentro de la camara del extractor Soxhlet. Como
disolvente se utilizé una mezcla de etanol-agua con una proporcion 90:10 v/v, con la
finalidad de favorecer la extraccion del acido rosmarinico. La temperatura de ebullicion
fue de alrededor de 70 °C.

La metodologia empleada para la cuantificacién del compuesto fue la misma utilizada en
el estudio de los extractos comerciales, se colocaron 20.0 mL de LiClO4 0.5 mol/L en
agua, se burbujed nitrégeno por 10 minutos para eliminar el oxigeno disuelto y se trazaron
las curvas de i/E correspondientes en polarografia clasica y polarografia diferencial de
impulsos del electrolito soporte. Se tomaron alicuotas de 20.0, 30.0 y 50.0 pL del extracto
de romero; después de las adiciones del extracto, se realizaron adiciones de 20.0 yL de
disolucién patron de acido rosmarinico, se burbujed nitrégeno por 30 segundos entre
cada adicion y se trazé la curva de i/E de cada adicidn con la técnica diferencial de

impulsos.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 Pruebas de solubilidad

Disolvente Observaciones
Medianamente soluble
Agua . .
Tono ligeramente amarillo
DMSO Soluble totalmente

Tono amarillento

Metanol absoluto

Soluble totalmente
Tono ligeramente amarillo

Agua-etanol
(30:70, 50:50,
70:30 y 90:10)

Soluble totalmente
Tono amarillento

Hexano

Insoluble
Fase liquida incolora, fase sdlida
amarillenta

Etanol absoluto

Soluble totalmente
Tono amarillento

Tabla 2. Pruebas de solubilidad del acido rosmarinico marca Aldrich.

5.2 Preparacion de la disolucién de trabajo

Considerando los resultados de las pruebas de solubilidad, se preparé una disolucion de

acido rosmarinico en agua-alcohol; se pesaron 0.3708 g de acido rosmarinico marca

Sigma Aldrich, se afiadié poco a poco etanol absoluto, agitando levemente hasta la

disolucion del sdlido, primero se disolvio con etanol con la finalidad de utilizar la minima

cantidad de alcohol y evitar la evaporacion del disolvente, el volumen total de alcohol

utilizado fue de aproximadamente 10 mL; se aforé con agua desionizada hasta la marca

en un matraz de 100.0 mL. Concentracién tedérica del acido rosmarinico: 0.0103 mol/L en

agua-etanol (90:10).
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5.3 Valoracion potenciométrica de la disoluciéon patrén

Grafica 1. Curva tipica para una valoracion potenciométrica de acido rosmarinico con
NaOH (0.0097 mol/L); alicuota de 5.0 mL (51.50 pymol tedricos).

Para llegar al punto de equivalencia se necesitaron 49.85 umol de NaOH. Como la
reaccion acido-base es 1:1, se tienen las mismas moles de acido rosmarinico en la
alicuota de 5.0 mL de disolucién, por lo tanto, la concentracion del acido es de

0.00997 mol/L. La pureza experimental es de 96.79 %.

Gréfica 2. Primera derivada de la valoracion de 5.0 mL de acido rosmarinico con NaOH (0.0097 mol/L).
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Es posible estimar el pKas mediante métodos graficos; debido a la fuerza del acido
rosmarinico en este medio, se puede calcular el valor de pKa1 considerando que el pKa

es el valor de pH al cual un acido se encuentra la mitad disociado, es decir:

[AT[H']
[HA]

HA - A + H* Ka=
Si [A7] = [HA] entonces Ka = [H*] y por lo tanto pKa = pH.
pKa; = 3.10.

Se realiz6 el calculo de la pureza promedio con los resultados obtenidos en diferentes
valoraciones, obteniendo un valor de 96.98 %, la pureza experimental es muy cercana a

la pureza reportada por el fabricante, que es del 97 %.

En todas las valoraciones realizadas hasta este momento solo fue posible analizar la

primera desprotonacion, la propuesta es la siguiente:

Figura 17. Equilibrio acido-base del acido rosmarinico, primera desprotonacion.

Se realiz6é un experimento con la finalidad de observar una segunda desprotonacion sin
tener que cambiar el medio en su totalidad; se tomaron 5.0 mL de la disolucion patron de
acido rosmarinico (0.0099 mol/L), se colocaron en una celda de vidrio para su valoracion,

se adicionaron 2.0 mL de etanol absoluto y se titulé con NaOH (0.0097 mol/L).
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Grafica 3. Curva tipica para una valoracion potenciométrica de acido rosmarinico en agua-alcohol con
NaOH (0.0097 mol/L); alicuota de 5.0 mL (49.85 pmol tedricos).

Gréfica 4. Primera derivada de la valoracion de 5.0 mL de acido rosmarinico en agua-alcohol con
NaOH (0.0097 mol/L).

En la grafica 3 se puede observar el comportamiento del acido rosmarinico al agregar
NaOH; en esta ocasion se agregd etanol con la finalidad de ampliar el intervalo de
titulacion. En la grafica se puede ver el primer punto de equivalencia de forma clara;

también, es posible observar un ligero cambio de pendiente en una proporcion 1:3

acido-base respectivamente.
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Para llegar al primer punto de equivalencia se necesitaron 49.75 pymol de NaOH, lo que
indica que se tienen las mismas moles de acido rosmarinico en 5.0 mL de disolucién, por
lo tanto, la concentracion del acido rosmarinico obtenida para esta valoracién es de
0.00995 mol/L. ElI cambio de pendiente en la proporcion 1:3 indica una posible

desprotonacién simultanea, la propuesta es la siguiente:

Figura 18. Equilibrio acido-base del acido rosmarinico, A) Primera desprotonacion; B) Segunda y tercera
desprotonaciones, se ha propuesto una reaccién de desprotonacion simultanea debido a la simetria de la

molécula.

Puede considerarse que se valora primero el proton del grupo carboxilico y luego, de
manera simultanea 2 protones fendlicos. La pureza experimental para esta valoracion es:
96.60 %, y el valor de pKa1 estimado graficamente es de 3.26. Es posible que la segunda
y tercera desprotonacion puedan apreciarse de mejor forma si la valoracién se realiza en

otro disolvente; sin embargo, no es uno de los objetivos planteados en este proyecto.

36



5. RESULTADOS

5.4 Pruebas cualitativas con cationes metalicos

Los resultados de las pruebas cualitativas fueron resumidos en la siguiente tabla; el tono
de la disolucién de acido rosmarinico era ligeramente amarillento; después de cada
adicion se esperd alrededor de 5 a 10 minutos y después de este tiempo se realizé la

siguiente adicion.

Catiéon | Color del cation | 1ra Adicion | 2da Adicién 3ra Adicién
Zn(ll) Incoloro Sin cambio Sin cambio Sin cambio
Ni(ll) | Ligeramente verde | Sin cambio Sin cambio . Solido .

ligeramente café
Tono . Liquido con tono
Ag(l) Incoloro . Tono amarillo C
amarillo café-rojizo
Hg(ll) Incoloro Sin cambio Sin cambio Solido café

Ligeramente Precipitado verde

Fe(ll) . Sin cambio Sin cambio oscuro, liquido
amarillo
verde oscuro
Fe(lll) ngeramente Sin cambio Sin cambio Precllpltado cgfe,
amarillo liquido amarillo
Pb(Il) Incoloro Sin cambio | Tono amarillo | Precipitado café
Cd(l) Incoloro Sin cambio Sin cambio Sin cambio
Cu(ll) Ligeramente azul Tonp Tono amarillo Pr(?cu:.ntado café,
amarillo liquido verde

Tabla 3. Resultados de las pruebas cualitativas de formacién de complejos a pH = 2.5.

Los cambios en las adiciones se observaron poco a poco, los cationes que formaron
precipitado con el acido rosmarinico reaccionaron después de los 15 minutos, es decir,
después de la segunda adicion de catidon, los resultados se pueden apreciar en la

siguiente figura:

37



5. RESULTADOS

Acido rosmarinico Pb(ll)

cd(ll

Figura 19. Resultados de las pruebas cualitativas de formacion de complejos de acido rosmarinico y

distintos cationes metalicos, pH = 2.5.

Los cambios mas evidentes son apreciados en las pruebas con los cationes Cu(ll), Pb(ll),
Fe(ll) y Fe(lll); sin embargo, dichos cambios se observaron hasta después de 15 minutos.

El experimento se repitié a un pH neutro, los resultados son los siguientes:
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Cation | Color del cation | 1ra Adicion 2da Adicion 3ra Adicion
Zn(ll) Incoloro Sin cambio Sin cambio Sin cambio
Ni(ll Ligeramente | o ombio | Sincambio | . SoMdo

verde ligeramente café
Ag(l) Incoloro Tono amarillo | Tono amarillo quwd(,) COP tono
café-rojizo
Precipi . .
Hg(ll) Incoloro Tono café reggéado Precipitado café
Fe(ll) Ligeramente Tono verde Tono verde Solido verde
amarillo claro claro claro
Ligeramente : . Solido cafe,
Fe(lll) . Tono amarillo | Tono amarillo L .
amarillo liquido amarillo
Pb(ll) Incoloro Sin cambio Sin cambio Sin cambio
cd() Incoloro Sin cambio Sin cambio Sin cambio

Cu(ll) | Ligeramente azul | Sin cambio S,Oh.do narana, S,o“.do narania,

liquido amarillo | liquido amarillo

Tabla 4. Resultados de las pruebas cualitativas de formaciéon de complejos a pH = 6.

En esta ocasion los resultados fueron similares, los cambios al agregar el catién fueron
mas apreciables con Cu(ll), Fe(ll), y Fe(lll); sin embargo, en este pH no hubo cambio con

el cation Pb(ll) y si con Hg(ll).

En las diversas pruebas se observaron cambios en la coloracidn de las disoluciones, en
algunos casos incluso la formacion de un precipitado. Los resultados de las pruebas
cualitativas muestran que el pH si afecta la velocidad con la que se forma el complejo,
aunque no de forma drastica, esto puede ser explicado considerando que a pH= 6, el
acido rosmarinico se encuentra desprotonado y es mas sencilla la complejacion que a un

pH acido.
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Los resultados se pueden apreciar en la siguiente figura:

Acido rosmarinico Pb(Il)

cd(ll

Figura 20. Resultados de las pruebas cualitativas de formacion de complejos de acido rosmarinico y

distintos cationes metalicos, pH = 6.

De acuerdo con los resultados mostrados en las pruebas cualitativas se decidi6 utilizar
los cationes Cu(ll) y Hg(ll) para realizar las valoraciones complejométricas. Se utilizé una
disolucion de Cu(ll) con una concentracién de 0.0073 mol/L en agua, preparada a partir
de CuSOs y una disolucion de Hg(ll) con concentracion de 0.0101 mol/L en agua,

preparada a partir de Hg(NO3).. Ambas disoluciones fueron estandarizadas previamente.
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5.5 Estudio electroquimico del acido rosmarinico

5.5.1. Dominio de electroactividad

Se prepard una disolucion de LiCIO4 con una concentracion aproximada a 1.0 mol/L a

partir de 2.462 g de hidroxido de litio (LIOH) al 98 % de pureza, acido perclorico (HCIO4)

al 70 % y agua desionizada, se realizaron los calculos correspondientes para tener la

misma cantidad de moles de HCIO4 en disolucidn considerando un volumen total de 100.0

mL y una concentracion de 1.0 mol/L de iones Li* y ClO4; se necesitaron 9.0 mL de

HCIOy4, llegando a un pH de 5.6. Para la determinacion del dominio de electroactividad se

colocaron en la celda polarografica 10.0 mL de la disolucién de LiClO4 (1 mol/L) y 10.0

mL de agua desionizada, se burbujed nitrégeno, se agité por 10 minutos y se trazaron los

polarogramas correspondientes con las técnicas de polarografia

polarografia diferencial de impulsos (DP).

clasica (DC) y

LiClO, [0.5 mol/L] DC

....... LiClO, [0.5 mol/L] DP

A |

1.00€-

F 7.50E-

F 5.00E-

F 2.50€E-

L -1.00¢-

o

Gréfica 5. Dominio de electroactividad, corriente residual de electrolito soporte LiClO4 (0.5 mol/L) en agua;

barrido realizado de 300 a -2000 mV con las técnicas de polarografia clasica (DC) y polarografia

diferencial de impulsos (DP).
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5.5.2. Polarograma del acido rosmarinico

Se obtuvo el polarograma del acido rosmarinico mediante la adicién de alicuotas de 20.0,
30.0 y 50.0 pL de la disolucion patrén de acido rosmarinico 0.00997 mol/L estandarizada
con NaOH, partiendo de la disolucion de electrolito soporte y del polarograma
correspondiente dentro del dominio de electroactividad, los barridos se realizaron
comenzando del potencial de la barrera anddica hacia potenciales menores. Condiciones
de operacion: potencial inicial 300 mV, potencial final -2000 mV, velocidad de barrido 5
mV/s, tiempo de goteo 1.0 s. Después de cada adicidon de acido rosmarinico se burbujed

con nitrégeno por 30 segundos para eliminar el oxigeno disuelto.

Grafica 6. Curvas i/E en polarografia clasica del electrolito soporte LiClO4 [0.5 mol/L] en agua y de

diferentes concentraciones de acido rosmarinico, dominio de electroactividad de 0.3 a-2.0 V.

En la grafica 6 se observan senales en diferentes potenciales dentro del dominio de
electroactividad, correspondientes al acido rosmarinico. En los potenciales: -1.68 V,
-0.98 V, y -0.33 V se observan sefales de reduccién, mientras que en el potencial de -
0.06 V aparece una sefal de oxidacion. Cada una de estas sefales posee intensidades
de corriente diferentes que aparentemente aumentan con la concentracién del acido en

disolucion.
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La sefal en -1.68 V es atribuida a la reduccion de los protones del acido rosmarinico. En
el potencial de -0.98 V no se observa dependencia lineal de la intensidad de corriente
con respecto a la concentracion del acido. La senal en -0.33 V parece aumentar de
manera lineal con la concentracion, al igual que la sefial de oxidacion que se observa en
-0.06 V; sin embargo, es la sefial de oxidacion la que muestra mayor sensibilidad, ademas

de estar mejor definida.

Grafica 7. Curvas i/E en polarografia diferencial de impulsos del electrolito soporte LiClO4 [0.5 mol/L] en

agua y de diferentes concentraciones de acido rosmarinico, dominio de electroactividad de 0.3 a -2.0 V.

Al comparar las graficas 6 y 7, se puede observar que los potenciales de media onda
(E12) obtenidos con la técnica de polarografia clasica no son exactamente los mismos
que los potenciales de pico (Ep) obtenidos con la polarografia diferencial de impulsos,
pues estan ligeramente desplazados, sin embargo, se puede asegurar que las sefales
son caracteristicas del acido rosmarinico y corresponden a los mismos procesos
electroquimicos. La técnica de polarografia diferencial de impulsos posee mejor limite de
deteccion (LDD) y mejor limite de cuantificacion (LDC) que la polarografia clasica, por
esa razon, para determinar la dependencia de la corriente con respecto a la concentracion
del acido rosmarinico, es decir, qué sefales del compuesto corresponden a procesos

electroquimicos regidos por la difusion.
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Se graficaron los valores de corriente de pico (ip) en funcion de la concentracién del acido
en disolucion, a partir de los cuales se realiz6 una regresion lineal por el método de
minimos cuadrados. A continuacién, se muestran las curvas i/E de las sefales
caracteristicas del acido rosmarinico de manera individual y su respectiva curva de

calibracion utilizando los valores de i, obtenidos por polarografia diferencial de impulsos.

Grafica 8. Curvas i/E de diferentes concentraciones de acido rosmarinico en LiClO4 [0.5 mol/L]; sehales

obtenidas con el método de polarografia diferencial de impulsos, Ep = -0.03 V.

Grafica 9. Curva de calibracion para la seial de oxidacion en -0.06 V de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L].
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Gréfica 10. Curvas i/E de diferentes concentraciones de acido rosmarinico en LiClO4 [0.5 mol/L]; sefales

obtenidas con el método de polarografia diferencial de impulsos, Ep = -0.36 V.

Grafica 11. Curva de calibracion para la seial de reduccioén en -0.33 V de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L].

La senal de reduccion en -0.33 V muestra un elevado grado de correlacion, pero, la
sensibilidad es menor en comparacion con la sehal de oxidaciéon en -0.06 V; esto se
puede observar en los valores de corriente, donde las curvas caracteristicas de la
oxidacion son 10 veces mas grandes respecto a las curvas que corresponden a la

reduccion.
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Gréfica 12. Curvas i/E de diferentes concentraciones de acido rosmarinico en LiClO4 [0.5 mol/L]; sefales

obtenidas con el método de polarografia diferencial de impulsos, Ep = -1.71 V.

Grafica 13. Curva de calibracion para la sefal de reduccion en -1.68 V de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L].

La sefal de reduccién obtenida en el potencial de -1.68 V corresponde al acido
rosmarinico, y los valores de corriente obtenidos en este potencial son directamente
proporcionales a la concentracion del acido; sin embargo, la sefial es atribuida a la

reduccion de uno o varios protones que contiene el acido.
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En diversos experimentos se logré comprobar que esta sefial disminuye al agregar "OH,
mientras que las sefales en -0.33 V y en -0.06 V no parecen sufrir cambios, ni en E1,2 ni
en ia. Como se puede observar en la grafica 13, existe una elevada correlacion entre la
corriente en el potencial de -1.68 V y la concentracion del acido rosmarinico, a pesar de
ello, no es posible utilizar sélo esta sefial para la deteccién o cuantificacion del compuesto
en otras muestras, ya que si la muestra analizada contiene otra sustancia que aporte
protones, se observara una sefal en este potencial; no obstante, la sefal puede ser
utilizada como parte del polarograma caracteristico del acido rosmarinico,
complementando las demas sefiales correspondientes a la reduccion y a la oxidacion del
compuesto. Se realizd la regresion lineal para esta sefial, obteniendo un limite de
deteccion de 1.61x104 mol/L o0 58.04 mg/L y un limite de cuantificacion de 5.36x104 mol/L
o 193.48 mg/L. La sefal de oxidacion en -0.06 V y la sefal de reduccion en -0.36 V
presentan una buena linealidad, es decir, que la corriente en esos potenciales tiene una
relacion directamente proporcional con respecto a la concentracion, lo que indica que
pueden resultar utiles para la cuantificacion del acido rosmarinico. De acuerdo con la
regresion lineal realizada, se determiné que el limite de deteccion (LDD) para la sefial en
-0.06 V corresponde a 2.22x10® mol/L, es decir, 0.80 mg/L y un limite de cuantificacion
(LDC) de 7.38x10® mol/L o 2.66 mg/L; para la sefial en -0.36 V se tiene un limite de
9.70x10°" mol/L 0 0.35 mg/L y un limite de cuantificacion de 3.23x10® mol/L o0 1.16 mg/L.

E12 (V) E, (V) Reaccién LDD (mg/L) LDC (mg/L)

-0.06 -0.03 Oxidacion 0.80 2.66
-0.36 -0.33 Reduccion 0.35 1.16
-1.68 -1.71 Reduccion 58.04 193.48

Tabla 5. Cuadro comparativo de los limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion (LDC) de las

sefales caracteristicas del acido rosmarinico.

La sefial de reduccién en -0.98 V no muestra dependencia lineal con respecto a la
concentracion del acido, adicionalmente, los valores de E, en este potencial muestran
variaciones que van desde -0.98 a -1.08 V, lo que dificulta el uso de esta senal para la

cuantificacion del compuesto en otras muestras.
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Debido a que la sefal en -0.06 V depende linealmente de la concentracion del acido
rosmarinico, se realizé un estudio logaritmico para verificar la idealidad del sistema
electroquimico con la ecuacion de Nernst y a su vez se aplico el modelo de Tafel para

evaluar su reversibilidad.

Grafica 14. Curvas i/E en polarografia clasica del electrolito soporte LiCIO4 [0.5 mol/L] en agua y de

diferentes concentraciones de acido rosmarinico, sefial de oxidacién en -0.06 V.

Gréfica 15. Analisis logaritmico de la sefial de oxidacion en -0.06 V del acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L] en agua.
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El valor de la ordenada al origen para el analisis logaritmico indica que la senal de
oxidacion posee un E12=-0.0621 V y, ya que el valor de la pendiente de la recta es muy
cercano a 0.059, se puede considerar que el numero de electrones involucrados en la
oxidacion electroquimica (n) es de 1, si se presenta comportamiento nernstiano, o mayor

a 1 si no se presenta comportamiento nernstiano.

Grafica 16. Grafico de Tafel de la senal de oxidacion en -0.06 V del acido rosmarinico en
LiCIO4 [0.5 mol/L].

De acuerdo con la grafica 16, al realizar el tratamiento matematico descrito en la seccion
de anexos, se obtienen los siguientes parametros del sistema redox segun la ecuacion
de Tafel:

Parametro Valor
log io -7.98
io 1.05x108 A
m 7.092
an 0.419
a (si n=2) 0.209

Tabla 6. Parametros cinéticos de la ecuacion de Tafel para la oxidacion del acido rosmarinico en -0.06 V.
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Los criterios importantes para evaluar la cinética de las reacciones electroquimicas son
la corriente de intercambio (io) y el coeficiente de transferencia de carga (a), de acuerdo
con la ecuacion de Tafel:

anF
2.3RT

log i=log i+ * 1)

Para la sefal de oxidacion del acido rosmarinico se obtiene un valor de corriente de
intercambio de o= 1.05x10® A, lo cual indica que el sistema es lento, es decir, que la
velocidad de transferencia de electrones esta influida por algun fendbmeno, que puede ser
de adsorcidn, la presencia de reacciones quimicas acopladas o la misma naturaleza y
condiciones del medio de estudio o electrolito soporte. De la misma manera se obtiene
un valor de coeficiente de transferencia de carga a= 0.209, suponiendo que se
intercambien 2 electrones, que también indica que el sistema es lento, pues los sistemas

cinética rapida poseen valores cercanos a 0.5.
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5.6 Valoraciones complejométricas

Se estudio el equilibrio de complejacion del acido rosmarinico con Cu(ll) y Hg(ll). Las
curvas i/E del acido rosmarinico cambian en el curso de la valoracién con cada uno de
estos cationes. Se parte de una cantidad de acido rosmarinico constante, observando las
sefales voltamperométricas mostradas en la seccion 5.5; cualquier cambio en dichas
curvas puede ser atribuido a la adicion del cation valorante; cualitativamente esto se

refleja de las siguientes formas:

1) Disminucién en la corriente de pico (ip) del acido rosmarinico (se eligio la sefal de

oxidacién en -0.06 V).

2) Desplazamiento del potencial de pico (E;), que es equivalente al potencial de media

onda (E1.2) en polarografia clasica.

3) Aparicidon de una nueva sefial, lo que ocurre si se forma un complejo soluble y
electroactivo, si hay exceso de catidén valorante en el medio o si no hay reaccion entre

ambas especies (apareciendo una sefial desde la primera adicién de catidn).

Si se mide la variacién en la corriente de pico (ip) de la sefial en -0.06 V en funcion de la
relacion de (moles agregados de catidén) / (moles totales de acido rosmarinico) se
obtienen graficas con zonas lineales cuyas intersecciones indican la relacion molar o

estequiometria del complejo formado.
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5.6.1 Complejos de acido rosmarinico con Cu(ll)

Para este estudio se realizaron adiciones de distintas alicuotas de una disolucion de
Cu(ll) con una concentracion de 0.00731 mol/L (previamente estandarizada) a la celda
polarografica que contenia acido rosmarinico, se obtuvieron las curvas i/E respectivas de
cada adicion de cation utilizando el método de polarografia diferencial de impulsos. Las
sefales caracteristicas del acido rosmarinico se desplazaron hacia valores mayores de
potencial, al mismo tiempo que ocurrid una variacion de su intensidad de corriente de
pico (ip). Para ejemplificar el comportamiento observado de la reaccion, se utilizé la sefal
en -0.06 V obtenida después de cada adicion a 1.59 umoles de acido rosmarinico; la
sefal en este potencial fue utilizada debido a que presenta mayor sensibilidad. Al realizar
adiciones de cation Cu(ll), el valor de i, en -0.06 V fue disminuyendo como se muestra
en la grafica 17; al continuar las adiciones de cation, se observé una nueva sefal que fue
aumentando ligeramente, como se muestra en la grafica 18, llegando a tener un E similar

al potencial de pico caracteristico del Cu(ll) libre, observado en otros experimentos.

Gréfica 17. Curvas i/E de diferentes adiciones de Cu(ll) a 1.59 pmol de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L]; senales obtenidas con el método diferencial de impulsos en el intervalo de potencial de
-0.3a0.3V.
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Grafica 18. Curvas i/E de diferentes adiciones de Cu(ll) a 1.59 uymol de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L]; sefales obtenidas con el método diferencial de impulsos en el intervalo de potencial de
-0.3a0.3V.

Al graficar la variacion de la corriente de pico de la sefial en -0.06 V en funcion de la
relacion molar [Cu(ll)/RA] (grafica 19), se observa que el valor de i, varia de tal forma que
disminuye en el intervalo de 0 a 0.5 de la relacion molar [Cu(ll)/RA], se incrementa
ligeramente de 0.5 a 1.0, y para valores mayores a 1.1 aumenta de forma apreciable, lo
cual puede ser debido a un exceso de cation en disolucion. Al calcular la interseccion
entre cada una de estas rectas se obtienen los valores de x= 0.507 (x=0.5) y x= 1.001
(x=1), que indican la formacién de los complejos Cu(RA)2 y CuRA, que se forman en el
orden indicado debido al exceso inicial de acido rosmarinico con respecto al Cu(ll)
durante la valoracion. Lo anterior quiere decir que durante la valoracion se llevan a cabo

los siguientes equilibrios:

2RA + Cu(ll) <> Cu(RA)z ...... (I)
Cu(RA)2 <> CuRA + RA ...... (II)
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Grafica 19. Curva de corriente de pico (ip) en -0.06 V vs. relacién molar [Cu(ll)/RA].

Los equilibrios planteados arriba explican el hecho de que, durante la valoracion, la i, de
la sefial en -0.06 V disminuya en el intervalo de 0 a 0.5 de la relacion molar, pues la
concentracion del acido rosmarinico libre en disolucion disminuye al formarse el complejo
Cu(RA)2, como también explican el aumento de i, en el intervalo de 0.5 a 1.0 por el
consiguiente aumento de la concentracion del acido rosmarinico debido a la
transformacion del complejo antes formado en el complejo CuRA, e incluso que i, siga
aumentando debido al exceso de cation agregado. La grafica 19 ademas de proporcionar
la estequiometria de los complejos formados, permite calcular sus respectivas
constantes, puesto que la corriente de pico en -0.06 V es proporcional a la concentracion
del acido rosmarinico libre y, de forma indirecta, las concentraciones de las demas
especies; al conocer la concentracion de todas las especies involucradas en el equilibrio,
se procede a sustituir estos valores en la expresion de la constante de equilibrio y a
calcular dicha constante. La metodologia para el calculo de los valores esta descrita a
detalle en la seccion de anexos. Se obtuvieron valores de 4.04 y 7.11 para log Bi de los
complejos CuRA y Cu(RA)2 respectivamente (es decir, pKdis: = 4.04 y pKadis. = 3.07). Con
las constantes de formacion globales (i) obtenidas, se calcul6 el diagrama de
abundanciarelativa de especies para la formacién de complejos Cu(ll)-RA, con los cuales
se pretende tener una descripcion grafica de los equilibrios en disolucion para las

reacciones de formacién de complejos antes descritas.
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Grafica 20. Diagrama de abundancia relativa de especies para los complejos de acido rosmarinico con
Cu(ll).

En el diagrama de abundancia relativa de especies se observa que a una concentracion
de Cu?* mayor a 8.51x10* mol/L (pCu?'< 3.07) predomina el complejo CuRA; en el
intervalo de concentracion de 8.51x10# a 9.12x10-° mol/L (3.07 <pCu?*< 4.04) predomina
la especie CuRA2, cuya fraccion molar maxima en este intervalo es de 0.60; mientras que
a una concentracion de Cu?* menor a 9.12x107° mol/L (pCu?*> 4.04) predomina el acido

rosmarinico libre.
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5.6.2 Complejos de acido rosmarinico con Hg(ll)

Para ejemplificar el comportamiento observado de la reaccion, se utilizd la sefal en
-0.06 V obtenida después de cada adicion a 2.99 ymoles de acido rosmarinico, la sefial

en este potencial fue utilizada debido a que presenta mayor sensibilidad.

Grafica 21. Curvas i/E de diferentes adiciones de Hg(ll) a 2.99 pymol de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L]; senales obtenidas con el método diferencial de impulsos en el intervalo de potencial de
-0.3a0.3V.

Durante la valoracion de acido rosmarinico con Hg(ll), la corriente de pico de la sefial en
-0.06 V disminuye, lo cual se atribuye a la disminucién del acido en su forma libre en
disolucidn, mientras que aparece otra sefal entre -0.01 y -0.02 V, que se atribuye a la

formacion del complejo.
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Grafica 22. Curvas i/E de diferentes adiciones de Hg(ll) a 2.99 uymol de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L]; sefales obtenidas con el método diferencial de impulsos en el intervalo de potencial de
-0.3a0.3V.

Al graficar los valores obtenidos de i, en -0.06 V vs. la relacién molar [Hg(Il)/RA] se
observan 3 zonas rectas. En la primera, el valor de i, disminuye en el intervalo de 0 a 0.5
de la relacion molar [Hg(Il)/RA], de 0.5 a 1.0 continda disminuyendo, y para valores
mayores a 1.1 aumenta ligeramente. Al calcular la interseccion entre cada una de estas
rectas se obtiene los valores de x= 0.493 (x=0.5) y x= 1.001 (x=1), que indican la
formacién de los complejos Hg(RA)2 y HgRA, que se forman en el orden mencionado
debido al exceso inicial de acido rosmarinico con respecto al Hg(ll) durante la valoracion.
Lo anterior quiere decir que durante la valoracion se llevan a cabo los siguientes

equilibrios:

2RA + Hg(ll) & Hg(RA), ...... ()
Hg(RA)2 + Hg(ll) < 2HgRA ...... (IV)
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Grafica 23. Curva de corriente de pico (ip) en -0.06 V vs. relacién molar [Hg(ll)/RA].

Los equilibrios planteados (lll) y (IV) explican el hecho de que, durante la valoracion, la ip
de la senal en -0.06 V disminuya en el intervalo de 0 a 0.5 de la relacién molar y
posteriormente en el intervalo de 0.5 a 1.0, pues la concentracion de acido rosmarinico
libre disminuye, hasta llegar a una relacién molar 1:1, donde la corriente de pico aumenta
levemente debido al exceso de Hg(ll). Para esta valoracion se obtuvieron valores de 6.08
y 10.81 para log Bi de los complejos HgRA y Hg(RA)2 respectivamente (es decir,
pKdis; = 6.08 y pKdis. = 4.73). Una vez mas, con las constantes de formacion globales (i)
obtenidas, se calculé el siguiente diagrama de abundancia relativa de especies, que
permite tener una descripcién grafica de los equilibrios en disolucion para las reacciones

de formacion de complejos Hg(l1)-RA.
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Grafica 24. Diagrama de abundancia relativa de especies para los complejos de Hg(ll) con acido

rosmarinico.

En este diagrama se puede observar que a una concentracion de Hg?* mayor a
1.86x10° mol/L (pHg?*'< 4.73) predomina el complejo HgRA; en el intervalo de
concentracion de Hg?* de 1.86x10° a 8.32x107" mol/L (4.73< pHg?*< 6.08) predomina el
complejo HgRA2, cuya fraccion molar maxima en este intervalo de 0.7; y para
concentraciones menores a 8.32x10”7 mol/L, es decir pHg?*> 6.08, predomina el acido
rosmarinico libre. El resultado del analisis de las curvas presentadas se puede resumir

en la siguiente tabla:

Cation Complejos formados LogpBi
Cu?* CuRA, Cu(RA) 4.04, 7.11
Hg?* HgRA, Hg(RA)2 6.08, 10.81

Tabla 7. Valores de log i obtenidos en la complejacion de acido rosmarinico con cationes metélicos.
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5.7 Cuantificacion del acido rosmarinico en extractos naturales

El conocimiento de las curvas i/E del acido rosmarinico permite saber si es posible la
determinacién del compuesto en una muestra problema. Para la cuantificacion se contd

con 4 productos comerciales y un extracto etandlico de romero descritos a continuacion:

Destilado natural de romero, marca Naturland
Destilado natural de romero (100% puro), marca Attar
Aceite de romero al 10% marca WALA

Aceite de romero al 10% marca WELEDA

Extracto de romero en etanol-agua (90:10 v/v)

A

Antes de comenzar los experimentos, se realizaron pruebas de solubilidad en agua de
los productos antes mencionados; los resultados obtenidos en estas pruebas mostraron
que los destilados son totalmente solubles en el medio, en cambio los aceites no. Para
realizar el estudio de los destilados bast6 con realizar una diluciéon del destilado marca
Attar (como se explica mas adelante), mientras que el destilado marca Naturland fue
agregado directamente a la celda. Por el contrario, para el estudio de los aceites fue
necesario realizar una extraccion liquido-liquido tal y como se indica en el apartado 4.9.
Como electrolito soporte se utilizaron 20.0 mL de una disolucion de LiClIO4 0.5 mol/L, en
el caso de los destilados, el electrolito soporte fue preparado en agua; sin embargo, para
el estudio de los aceites, el electrolito soporte fue preparado en agua-alcohol, con una
proporcion 50:50; para eliminar el oxigeno disuelto en el electrolito soporte se burbujed
nitrégeno por 10 minutos, una vez eliminado el oxigeno se realizaron los barridos de
potencial para obtener los polarogramas /= f(E) del medio, con las técnicas de
polarografia clasica y polarografia diferencial de impulsos. Se realizaron de 3 a 5
adiciones de muestra problema, tomando volumenes de 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 50.0 o
100.0 pL; posteriormente se hicieron de 5 a 7 adiciones de disolucion patrén de 10.0,
20.0, 30.0 o 50.0 uL; antes de comenzar el barrido, para cada adicion de muestra
problema y de disolucion patrén se burbujed nitrogeno por 30 segundos para eliminar el

posible oxigeno disuelto.
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5.7.1 Destilado de romero marca Naturland

Se realizaron adiciones del destilado de romero marca Naturland, el volumen total
adicionado de muestra fue de 500.0 uL y sélo se observo una sefal de reduccién en el
potencial de -1.36 V que, a pesar de aumentar de forma proporcional, no es caracteristica
del acido rosmarinico en este medio; siguiendo la metodologia de adiciones patron, se
realizaron adiciones de la disolucién de acido rosmarinico 0.0099 mol/L, observando el
aumento de la corriente de pico de las sefales caracteristicas del acido y aunque las
sefales fueron desplazadas levemente a potenciales mayores, se puede asegurar que
son las sefales caracteristicas del acido rosmarinico; a continuacion se muestra el
polarograma obtenido con la técnica de polarografia diferencial de impulsos en el
intervalo de -0.13 a 0.13 V, donde aparece la senal correspondiente a la oxidacién del
acido; cabe mencionar que también se observaron las sefiales de reduccion
caracteristicas del compuesto pero para fines practicos se muestra solo la sefal utilizada

para la cuantificacion.

Griéfica 25. Curvas i/E de destilado de romero Naturland y de diferentes concentraciones de acido
rosmarinico en LiClO4 [0.5 mol/L]; polarogramas obtenidos con la técnica diferencial de impulsos en el
intervalo de -0.13a 0.13 V.
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En la grafica 25, se puede observar el aumento de la i, en -0.03 V al agregar alicuotas
de la disolucion patrén, mientras que en la curva de la ultima adicion de destilado
Naturland, no se observa la sefial caracteristica del acido en este potencial e incluso es
muy similar a la curva correspondiente al electrolito soporte. Las curvas i/E del destilado
de romero marca Naturland permiten tener una conclusion sobre el producto, al no
observar sefal alguna en los potenciales de media onda correspondientes a las dos
reducciones y a la oxidacién del compuesto; lo que se puede concluir sobre este
destilado, es que no contiene acido rosmarinico o en su defecto tiene menos de
0.80 mg/L, que es el limite de deteccion del método para la sefial de oxidacion del acido.
Se graficaron los valores de corriente de pico obtenidos vs. la concentracion del acido

rosmarinico en celda.

Grafica 26. Curva de corriente de pico i vs. diferentes concentraciones de acido rosmarinico en

LiClO4 [0.5 mol/L] en agua, destilado Naturland; sefial de oxidacion en el potencial de -0.03 V.

La conclusion sobre este producto es apoyada con el hecho de que el destilado no es
fresco, es decir, el producto se adquirié hace mas de 5 anos y existe la posibilidad de que
algunos compuestos como el acido rosmarinico hayan pasado por algun proceso de

descomposicidon durante su almacenamiento.
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5.7.2 Destilado de romero marca Attar

Para realizar el analisis de este producto fue necesario diluir una muestra; se tomaron
3.0 mL de destilado y se colocaron en un matraz volumétrico de 10.0 mL, se agrego
etanol absoluto hasta la marca de aforo, de esta disolucién se tomaron alicuotas de 10.0
ML para trazar las curvas i/E. En este caso, y a diferencia del destilado Naturland, se
observaron las sefales caracteristicas del acido rosmarinico; una sefial de oxidacion en
el potencial de -0.13 V y dos sefales de reduccién, una en -0.40 V que apareci6 después
de la segunda adicion y otra en -1.8 V (sefal correspondiente a la reduccion del protén),
que aumentaron al agregar destilado, y posteriormente siguieron aumentando al agregar
disolucién patron de acido rosmarinico. Para fines practicos se muestra sélo la sefal de

oxidacion, utilizada para la cuantificacion.

Gréfica 27. Curvas i/E de destilado de romero Attar y de diferentes concentraciones de acido rosmarinico
en LiClO4 [0.5 mol/L]; polarogramas obtenidos con la técnica diferencial de impulsos en el intervalo de
-0.33a0V.

Las curvas i/E permiten deducir que este destilado si contiene acido rosmarinico.
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Las sefiales observadas estan ligeramente desplazadas hacia potenciales mayores; sin
embargo, se puede asegurar que corresponden a los procesos redox caracteristicos del
acido. A continuacién, se muestra una grafica de los valores de corriente de pico
obtenidos en la ultima adicion de destilado y de las adiciones de la disolucion patron vs.
la concentracién del acido rosmarinico en celda. Se tomo el valor de corriente de pico de
la sefial de oxidacién en -0.13 V para la cuantificacién del compuesto en la muestra

comercial.

Grafica 28. Curva de corriente de pico iy vs. diferentes concentraciones de acido rosmarinico en

LiClO4 [0.5 mol/L] en agua, destilado Attar; sefal de oxidacion en el potencial de -0.13 V.

Para la cuantificacion del acido rosmarinico en este destilado se tomé el valor de i, de la
ultima adicién de destilado y se sustituyé en la ecuacion de la recta de la curva de
adiciones patron, obteniendo una cantidad de 8.58x10- moles totales en la celda antes
de adicionar disolucion patron; considerando la dilucién realizada y los volumenes
utilizados en las adiciones de destilado, se obtuvo una concentracion de 1.64x102 mol/L

0 5909 mg/L de acido rosmarinico en la muestra original.
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5.7.3 Aceite de romero marca WALA

Para la cuantificacion del compuesto en los aceites se realizé una extraccion liquido-
liquido tal y como se indica en el apartado 4.9; sin embargo, se observd que la mayor
parte del acido es extraida con la primera adicién de alcohol, por lo tanto, el procedimiento
de extraccidon consistio en tomar una alicuota de 3.0 mL de cada aceite y colocar cada
uno en un tubo de ensayo con rosca, se adicionaron 3.0 mL de etanol absoluto a cada
tubo, se tapd y se agité vigorosamente; una vez separadas las fases, se tomaron
alicuotas de 5.0 y 10.0 pL de la fase alcohdlica para el estudio, posteriormente se
adicionaron las alicuotas de disolucién patron. Después de cada adicion de acido
rosmarinico se burbujed nitrogeno por 30 segundos para eliminar el posible oxigeno
disuelto. Es importante mencionar que el electrolito soporte en este caso fue preparado
en agua-alcohol con la finalidad de evitar turbiedad en la celda debida a la naturaleza del
aceite y con ello interferencias en la celda, se comprobd que las sefales caracteristicas
del acido rosmarinico estan ligeramente desplazadas en este medio, pero no son

afectadas de manera apreciable.

Griéfica 29. Curvas i/E de aceite de romero WALA y de diferentes concentraciones de acido rosmarinico
en LiClO4 [0.5 mol/L]; polarogramas obtenidos con la técnica diferencial de impulsos en el intervalo de
-0.62a0V.
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En la grafica 29 se puede observar la curva correspondiente a la ultima adicion de
extracto (B), sefial que corresponde a la oxidacion del acido rosmarinico; en este caso,
aparece inicialmente en el potencial de -0.21 V, pero con las adiciones de disolucion
patron se desplazan ligeramente hacia potenciales menos negativos; las sefiales de
reduccion del acido rosmarinico también aparecen desplazadas al inicio, respecto al
potencial de media onda caracteristico del compuesto obtenido de la disolucion patréon, a
pesar de ello, con cada adicion de patron de acido rosmarinico, las sehales se mueven
ligeramente hacia potenciales menos negativos, al mismo tiempo que el valor de la
corriente de pico aumenta. Se graficaron los valores de corriente de pico obtenidos tras

cada adicion de disolucion patrén vs. la concentracion del acido en celda.

Grafica 30. Curva de corriente de pico iy vs. diferentes concentraciones de acido rosmarinico en

LiClO4 [0.5 mol/L] en agua-alcohol, aceite WALA; sefal de oxidacion en el potencial de -0.12 V.

La curva de adiciones estandar permite comparar el valor de i, obtenido del extracto en
la sefal de oxidacidon que se observa en -0.12 V con las i, correspondientes a las
adiciones patron y asi calcular la cantidad de acido rosmarinico en esta muestra. Al
considerar las diluciones realizadas se obtiene una concentracion de 7.03x10-3 mol/L o

2532.97 mg/L de acido en el aceite.
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5.7.4 Aceite de romero marca WELEDA

La cuantificacidén en este aceite se realiz6 de la misma forma que con el aceite anterior,
bajo las mismas condiciones de operacion: potencial inicial 500 mV, potencial final
-2000 mV, velocidad de barrido 6 mV/s, tiempo de goteo 1.0 s. Después de cada adicién
de acido rosmarinico se burbujed con nitrégeno por 30 segundos para eliminar el posible
oxigeno disuelto. Se tomaron alicuotas de la fase alcohdlica una vez realizada la
extraccion liquido-liquido con etanol absoluto. El electrolito soporte fue preparado en
agua-etanol para favorecer la solubilidad de los compuestos en el medio. En esta
determinacién se observan las sefiales caracteristicas del acido rosmarinico, que van
aumentando con la adicién de muestra problema y a su vez con las adiciones de la

disolucién patrén.

Gréfica 31. Curvas i/E de aceite de romero WELEDA y de diferentes concentraciones de acido
rosmarinico en LiClO4 [0.5 mol/L]; polarogramas obtenidos con la técnica diferencial de impulsos en el
intervalo de -0.41a0 V.

La senal de oxidacién, utilizada para la cuantificacién, aparece inicialmente en el
potencial de -0.16 V, al adicionar disolucion patrén la sefial aumenta, y al mismo tiempo,

las curvas se desplazan ligeramente hacia potenciales menos negativos.
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Grafica 32. Curva de corriente de pico i vs. diferentes concentraciones de acido rosmarinico en LiClO4

[0.5 mol/L] en agua-alcohol, aceite WELEDA; sefal de oxidacion en el potencial de -0.13 V.

Para cuantificar el acido rosmarinico en la muestra se tomo el valor de i, de la muestra
problema en el potencial de -0.13 V y se sustituyd en la ecuacion de la recta, de tal forma

que se obtuvo una concentracion de 3.35x10-2 mol/L o 1207 mg/L de acido rosmarinico

en el aceite.
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5.7.5 Extraccion Soxhlet

Con la extraccion Soxhlet de obtuvieron 200.0 mL de extracto de romero en etanol-agua
(90:10 v/v). La metodologia empleada para la cuantificacién del compuesto fue la misma
utilizada en el estudio de los extractos comerciales, se colocaron 20.0 mL de LiClO4
0.5 mol/L en agua, se burbujed nitrégeno por 10 minutos para eliminar el oxigeno disuelto
y se trazaron las curvas de i/E correspondientes en polarografia clasica y polarografia
diferencial de impulsos del electrolito soporte. Se tomaron alicuotas de 20.0, 30.0 y
50.0 pL del extracto de romero; después de las adiciones del extracto, se realizaron 5
adiciones de 20.0 pL de disolucion patron de acido rosmarinico, se burbujed nitrégeno
por 30 segundos entre cada adicion y se trazo la curva de i/E correspondiente a cada
adicion con la técnica diferencial de impulsos. En este estudio se observaron las senales
caracteristicas de acido rosmarinico (una oxidacion y dos reducciones), ademas de otras
sefales que son atribuidas a otros compuestos que contiene el romero, al igual que con

los productos comerciales, se utilizé la senal de oxidacién para la cuantificacion del acido.

Gréfica 33. Curvas i/E de extracto de romero y de diferentes concentraciones de acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L]; polarogramas obtenidos con la técnica diferencial de impulsos en el intervalo de
-0.33a0.15 V.
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Grafica 34. Curva de corriente de pico i vs. diferentes concentraciones de acido rosmarinico en LiClO4

[0.5 mol/L] en agua, extracto de romero; sefial de oxidacion en el potencial de -0.03 V.

Para la cuantificacion el compuesto en el extracto de romero obtenido mediante la
extraccion Soxhlet se tomé el valor de i, de la muestra problema en el potencial de
-0.03 V y se sustituyd en la ecuacion de la recta, se obtuvo una concentracién de

6.76x1072 mol/L o 2435 mg/L de acido rosmarinico.

Producto Concentracién de acido rosmarinico en el producto
Naturland No se identificd el compuesto
Attar 1.47x102 + 6.35x10* mol/L 5325 + 213 mg/L
WALA 1.66x1073 + 5.55x10° mol/L 596 + 18 mg/L
WELEDA 3.04x1073 £ 7.25x10°° mol/L 1095 + 22 mg/L
Extracto de romero | 6.76x107 + 5.01x10 mol/L 2435 + 170 mg/L

Tabla 8. Cuadro comparativo de las concentraciones de acido rosmarinico obtenidas en cada producto

analizado.

El contenido de acido rosmarinico en los aceites WALA y WELEDA corresponde al 10 %
de acuerdo a la indicacion del fabricante, por lo tanto, es posible suponer que los aceites

esenciales a partir de los cuales fueron preparados contenian 10 veces mas compuesto.
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6. CONCLUSIONES

- Se desarrollé y aplicé un método electroquimico que permite cuantificar acido
rosmarinico de forma sencilla, rapida y econdmica; se obtuvo el valor del pKa+ del acido

en medio acuoso, que es de 3.1.

- El estudio electroquimico muestra que el acido rosmarinico presenta tres sefales
caracteristicas, una oxidacion en el potencial de -0.06 V con LDD de 0.80 mg/L y LDC de
2.66 mg/L, y dos reducciones, una en -0.36 V con LDD de 0.35 mg/L y LDC de 1.16 mg/L
y otra en el potencial de -1.68 V, esta ultima caracteristica de la reduccion del proton en
medio acuoso, con LDD de 58.04 mg/L y LDC de 193.48 mg/L.

- Se estudié el proceso de formacion de complejos entre el acido rosmarinico y los
cationes Cu(ll) y Hg(ll). Dentro del estudio se determinaron estequiometrias y constantes
de formacion (Bi); para Cu(ll) (Bcura: 10%% Bcuwra: 10711), y para Hg(ll) (Brgra: 10898,
BHgra.: 101081,

- Se realiz6 la cuantificacion del acido rosmarinico en diferentes productos naturales, en
el destilado marca Naturland no se identificd ninguna sefal caracteristica del compuesto,
lo que indica que el destilado no contiene acido rosmarinico o en su defecto contiene
menos de lo que el limite de deteccion del método permite identificar; por otro lado, en el
destilado marca Attar se determinG una concentracion de acido rosmarinico de
5325 mg/L; en los aceites marca WALA y WELEDA se determin6 una concentracion de
596 mg/L y 1095 mg/L del compuesto respectivamente, y por ultimo, para el extracto de
romero obtenido mediante extraccion Soxhlet se logré determinar una concentracion
2435 mg/L del acido.
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- Considerando que el contenido de acido rosmarinico en los aceites WALA y WELEDA
corresponde al 10 % de acuerdo a la indicacién del fabricante, es posible suponer que
los aceites esenciales a partir de los cuales fueron preparados originalmente contenian
10 veces mas compuesto, es decir, 5960 mg/L en WALA y 10950 mg/L en WELEDA. En
comparacién con la concentracién en el destilado marca Attar (5325 mg/L), se puede
concluir que los destilados originales utilizados para preparar los aceites son de mejor

calidad que el destilado marca Attar.

- La extraccién Soxhlet es util para extraer el acido rosmarinico contenido en el romero,
sin embargo, es necesario utilizar una misma matriz para comparar su eficiencia con
respecto a otras técnicas de extraccidon (por arrastre de vapor por ejemplo), en caso de

Ser necesario.

- El aporte global de este estudio esta dado por la identificacion y cuantificacion del acido
rosmarinico en diversos productos naturales; queda demostrado que la propuesta
metodoldgica para el analisis del acido rosmarinico es funcional y puede llegar a ser de
gran utilidad, ya que la capacidad antioxidante del producto (destilado o aceite) depende
en gran medida de la cantidad de este compuesto, lo cual puede ser considerado como

un parametro de calidad en este tipo de productos.
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7. PERSPECTIVAS

- Es posible ampliar el estudio del acido rosmarinico si asi se desea, una forma de hacerlo
es ahondar la investigacion sobre los valores de pKa; el medio acuoso solo permite
observar dos puntos de equivalencia, el primero, correspondiente a la desprotonacién del
grupo carboxilo, y el segundo, relacionado con una desprotonacion simultanea,
posiblemente de dos fenoles; seria interesante realizar el estudio en otro medio en el que

el compuesto sea soluble, por ejemplo, DMSO.

- Otra forma de cuantificar el acido rosmarinico es realizar valoraciones complejométricas
con otros cationes metalicos, pudiendo llegar a observar algun compuesto estable con

una elevada capacidad antioxidante.

- Es posible realizar la comparacion entre las distintas técnicas de extraccién conocidas
0 mas utilizadas en la actualidad, por ejemplo, la extraccidn via Soxhlet y la extracciéon
por arrastre de vapor, asimismo, seria interesante realizar una comparacioén contra otras
técnicas analiticas que no impliquen electrdlisis, con la finalidad de comparar los limites

de deteccion y de cuantificacion posibles para este compuesto.
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9.1 Estudio logaritmico de las curvas i/E para la determinacion del potencial de

media onda (E1/2)

Las ondas o sefiales polarograficas de oxidacion de un reductor, tienen un

comportamiento expresado por la siguiente ecuacion (a 25°C):

E—Ey,+ 0.{}}?59 log[ fred = 1 J
1

Por lo tanto, una gréfica de potencial (E) vs. log [ird -i/i] €s una linea recta cuya ordenada
al origen corresponde al potencial de media onda (E1/2) y la pendiente involucra el numero
de electrones intercambiados (n). El potencial de media onda es caracteristico para cada
sistema redox en un medio determinado, es independiente de la concentraciéon de la
especie electroactiva y ademas corresponde al potencial en que la corriente es igual a la
mitad de la corriente limite (i=ia/2). Para llevar a cabo este estudio se utilizaron datos de
las curvas i/E obtenidas por polarografia clasica en el medio de LiClIO4 [0.5 mol/L] en
agua a una concentracion de 9.87x10° mol/L de acido rosmarinico en la celda. Los
valores para calcular el log (ig-i/-i) se tomaron de la zona logaritmica de la curva. Como
ejemplo, se muestra el procedimiento para el estudio logaritmico del acido rosmarinico,
a partir del cual se obtuvieron los datos de la siguiente tabla, representados en la grafica
35:

iCorregida (I’IA)* |°g [(ld'l)l'll E(V)
92.6 -0.528 -0.027
87.5 -0.430 -0.033
82.4 -0.341 -0.039
77.2 -0.255 -0.045
71.7 -0.171 -0.051
65.9 -0.085 -0.057
59.8 0.002 -0.063
53.6 0.092 -0.068
47.2 0.187 -0.074
41.1 0.283 -0.080
35.2 0.382 -0.086
29.8 0.480 -0.092
24.8 0.585 -0.098
21.3 0.666 -0.104

Tabla 9. Valores experimentales para el analisis logaritmico.
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Grafica. 35. Andlisis logaritmico de la seial de oxidacion en -0.06 V del acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L] en agua.

9.2 Grafico de Tafel

El grafico de Tafel es una representacion de la ecuacién de Tafel, es decir que es un

grafico de log i en funcién de n:

anF
2.3RT

logi=logis+ * 1)

Donde n es el sobrepotencial (n = E — Eeq), i €s la corriente e io es la corriente de
intercambio, que representa la corriente que se transfiere al potencial de equilibrio (Eeq).
Sin embargo, cominmente se desconoce el potencial normal condicional (E™) del
sistema en estudio y los datos de sobrepotencial se sustituyen por los valores de potencial
(E) de la curva i/E, pues se considera que i tiende a cero y log i a menos infinito cuando

E seacercaaE".

Grafico de Tafel para la sefal de oxidacion de acido rosmarinico en -0.06 V

Como ejemplo, en la siguiente tabla se muestra el tratamiento realizado para la sefial de

oxidacion a una concentracion de 4.96x10° mol/L de acido rosmarinico en celda.
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Tabla 10. Valores experimentales para la grafica de Tafel.

E (V) i (A) log |i|

0.127 1.30E-07 -6.8874788
0.121 1.33E-07 -6.8771585
0.115 1.34E-07 -6.8723899
0.109 1.35E-07 -6.8692193
0.103 1.36E-07 -6.8676635
0.097 1.36E-07 -6.8676538
0.091 1.36E-07 -6.8674682
0.085 1.36E-07 -6.8678748
0.079 1.35E-07 -6.8684519
0.073 1.35E-07 -6.8689366
0.067 1.35E-07 -6.869618
0.061 1.35E-07 -6.8708227
0.056 1.34E-07 -6.8714812
0.050 1.34E-07 -6.8723996
0.044 1.34E-07 -6.8730929
0.038 1.34E-07 -6.8742781
0.032 1.33E-07 -6.8759557
0.026 1.32E-07 -6.8778398
0.020 1.32E-07 -6.8789591
0.014 1.31E-07 -6.8816757
0.008 1.30E-07 -6.8851089
0.002 1.29E-07 -6.8892016
-0.003 1.28E-07 -6.8941459
-0.009 1.26E-07 -6.900879
-0.015 1.23E-07 -6.9091567
-0.021 1.20E-07 -6.9194998
-0.027 1.17E-07 -6.932349
-0.033 1.13E-07 -6.9478218
-0.039 1.08E-07 -6.9665481
-0.045 1.03E-07 -6.9885691
-0.051 9.66E-08 -7.0149465
-0.057 9.01E-08 -7.0451981
-0.063 8.31E-08 -7.0802213
-0.068 7.61E-08 -7.1187923
-0.074 6.85E-08 -7.1643728
-0.080 6.11E-08 -7.2141507
-0.086 5.39E-08 -7.2685885
-0.092 4.66E-08 -7.3314184
-0.098 3.92E-08 -7.4065256
-0.104 3.28E-08 -7.4846163
-0.110 2.68E-08 -7.5724652
-0.116 2.15E-08 -7.6682084
-0.122 1.63E-08 -7.7882122
-0.128 1.20E-08 -7.9214344
-0.134 8.81E-09 -8.0552213
-0.140 6.53E-09 -8.1849538
-0.146 4.75E-09 -8.3233064
-0.152 3.42E-09 -8.4659739
-0.158 2.35E-09 -8.6294869
-0.164 1.61E-09 -8.794525
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Con los datos de la tabla anterior se trazo la grafica de log i en funcidén de E, que se

representa a continuacion.

Gréfica. 36. Grafico de Tafel de la sefial de oxidacion en -0.06 V del acido rosmarinico en
LiClO4 [0.5 mol/L].

En la grafica anterior el valor de la pendiente de la recta (m) corresponde a anF/2.3RT,

de tal forma que despejando se obtiene un valor de an:
an = &FRT «m=2.3"*(0.02569 V) * (7.0922 V') = 0.419

Ademas, en la grafica se observa que para un potencial de -0.19 V el valor de log i tiende
a menos infinito, es decir, que -0.19 V corresponde al valor de potencial normal
condicional del sistema y por lo tanto el valor de log i dado por la ecuacion anterior a
dicho potencial puede considerarse como la corriente de intercambio o /log o,
considerando esto se tiene:

log i = 7.0922E — 6.6354 6 log i = [7.0922 V-1 %(-0.19V)] — 6.6354 = -7.977

Como log ip = -7.977 se tiene que io = 1.05x108 A

Este valor de ip corresponde a un sistema electroquimicamente lento.
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9.3 Determinacion del limite de deteccion y linealidad del método

Como ejemplo para los célculos de linealidad y limite de deteccion se muestran los
resultados obtenidos para la curva de calibracion de la sehal de oxidacién del acido
rosmarinico a un potencial de pico (Ep) de -0.03 V, misma que se obtuvo al graficar la
corriente de pico de dicha sefial (obtenida por polarografia diferencial de impulsos) contra
su respectiva concentracion de acido rosmarinico en la celda; al realizar adiciones
comprendidas entre 9.96x10® mol/L y 3.97x10-° mol/L en un medio de LiCIO4 0.5mol/L

en agua.

Volumen de acido | [Acido rosmarinico]ceida ip (NA)
rosmarinico (uL)

0 0.00E+00 0

20 9.96E-06 35.1
30 1.49E-05 64.6
40 1.99E-05 99.9
50 2.49E-05 133
60 2.98E-05 173
70 3.48E-05 211
80 3.97E-05 242

Tabla 11. Valores de intensidad de corriente de la sefial de oxidacion del acido rosmarinico en -0.03 V.

Gréfica 37. Curva de calibracion para la sefial de oxidacién en -0.03 V (E, = -0.06 V) de acido rosmarinico
en LiClO4 [0.5 mol/L].
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A partir de la curva de calibracion obtenemos la ecuacion de la recta que corresponde a
la regresion lineal de los puntos graficados. La linealidad del método esta relacionada

con el coeficiente de R?, de tal forma que se tiene:

y =7.1036x-39.602
R2=0.9985
n=7

donde “y” es la intensidad de corriente experimental (jexp), “X” €s la concentracion de acido
rosmarinico en la celda, R? es el coeficiente de correlacion de la recta, y “n” nimero de
datos experimentales. De tal forma, la curva presenta un coeficiente de correlacion muy
cercano a la unidad, lo cual indica que la corriente es directamente proporcional a la
concentracion, es decir que esta sefial de oxidacién se encuentra regulada por la difusion

convectiva, lo que permite su aplicacion con fines cuantitativos.

Para calcular el limite de deteccion (LDD) y el limite de cuantificacién se utilizaron las

siguientes ecuaciones:

Siic = {[Z(lexp-ica)?] / (n-2)}1"2
fcal = (Cexp™m) + b
LDD= 3Siic/m
LDC= 10Sic/m

donde, Sic es la desviacion estandar de la recta, iexp €s la intensidad de corriente
experimental, Cexp €s la concentracion del acido rosmarinico en la celda, “m” es la

pendiente de la ecuacion de linealidad y “b” es la ordenada de la ecuacion de linealidad.

Los resultados que se obtienen al aplicar las ecuaciones anteriores se muestran en la

siguiente tabla:
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Tabla 12. Valores para el calculo del limite de deteccion.

LDD LDC

Cexp (Mmol/L) | iexp (NA) ica (NA) (iexp-icar)? Sirc mol/L mol/L

9.96 35.1 31.15 15.60 5.24 2.21E-06 | 7.38E-07

14.90 64.6 66.47 3.51 mg/L mg/L

19.90 99.9 101.76 3.46 0.80 2.66

24.86 133 137.01 16.11

29.82 173 172.23 0.59

34.77 211 207.41 12.86

39.72 242 242.56 0.31

Para obtener LDD y LDC en términos de partes por millén (1 ppm = mg/L) se multiplica

por la masa molar del acido rosmarinico (360.31 g/mol) y luego por (1000 mg/1g).

Al aplicar esta metodologia se obtienen para la sefial de reduccion en -0.36 V los

siguientes datos:

Ecuacién de la recta: y= 0.1012x — 0.2357
Linealidad del método: R?= 0.9963
LDD: 9.70E-07 mol/L 6 0.35 mg/L
LDC: 3.23e-06 mol/L 6 1.16 mg/L

La sefal de reduccién en -1.68 V fue analizada de la misma forma, los datos obtenidos

se resumen en la siguiente tabla.

E12 (V) Ep (V) Reaccion LDD (mg/L) LDC (mg/L)
-0.06 -0.03 Oxidacion 0.80 2.66
-0.36 -0.33 Reduccion 0.35 1.16
-1.68 -1.71 Reduccion 58.04 193.48

Tabla 13. Cuadro comparativo de los limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion (LDC) de las
sefiales caracteristicas del &cido rosmarinico.
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9.4 Determinacion de las constantes de formacion de complejos

Las estequiometrias y constantes de formacion determinadas en este trabajo se
obtuvieron a partir del analisis cualitativo y cuantitativo de las curvas jp=f (mol cation
agregado/mol acido rosmarinico). A manera de ejemplo se muestra la obtencion de

dichos valores para el caso del complejo Cu(RA)2.

En primer lugar, se obtiene el grafico de relaciones molares jy%%V=f(relacién molar), el
cual es una representacion grafica del valor de la corriente de pico a -0.03 V, que es
proporcional a la concentracion de acido rosmarinico en la celda, contra el valor de la
relacion molar catién/acido rosmarinico, que es una forma distinta de representar la
cantidad de iones Cu(ll) afadidos a la celda, pero que permite leer directamente sobre
los valores en el eje x la estequiometria de los complejos formados cuando cambia la
pendiente de la curva. Para la valoracién complejométrica de acido rosmarinico en la
celda (concentracién inicial de 7.91x10-° mol/L; vol. 20.16 mL; 1.59x10° moles) con Cu(ll)

0.00731 mol/L se obtuvieron los siguientes datos.

Tabla 14. Conjunto de datos experimentales obtenidos para la curva de valoracion complejométrica de
1.59 umol de acido rosmarinico con Cu(ll).

Volumen L.

anaddodo | o fmoleete | Freccionmalar | oo o)
Cu(ll) (pL)

0 0.000 0 300
10 0.073 0.045 274
20 0.146 0.091 245
30 0.219 0.137 220
40 0.292 0.182 190
50 0.366 0.228 160
60 0.439 0.274 130
70 0.512 0.319 98.9
80 0.585 0.365 66.7
100 0.731 0.456 9.13
120 0.877 0.548 0
140 1.023 0.639 23.6
160 1.170 0.731 51.1
190 1.389 0.868 117
220 1.608 1.005 188
250 1.828 1.142 282
300 2.193 1.370 461
350 2.559 1.599 671
400 2.924 1.827 898
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Grafica 38. Curva de corriente de pico (ip) en -0.06 V (E12 = -0.03 V) vs. relacion molar [Cu(ll)/RA];
1.59x10% mol de acido rosmarinico en agua.

En la curva de la gréafica 38 se observan 2 puntos de interseccion o cambios de pendiente,
en x= 0.5y x=1, lo que indica la formacién de los complejos Cu(RA)2 y CuRA, esto quiere

decir que durante la valoracion se llevan a cabo los siguientes equilibrios:

2RA + Cu(ll) <> Cu(RA)z ...... (I)
Cu(RA)2 <> CuRA + RA ...... (II)

Ahora bien, como la sefial en -0.03 V es de difusidon convectiva, se puede relacionar
directamente su valor respectivo de corriente de pico (ip) con la concentracion de acido
rosmarinico (Cra) presente en su forma libre, es decir, no complejada. Entonces, si al
inicio (x=0) se tiene un valor de j, = 300 nA para Cra= 7.91x10° mol/L, se calcula la

concentracion de todas las especies al equilibrio de la siguiente forma.

Para el complejo 1:1

Cra= (188 nA/ 300 nA) * 7.91x10° mol/L = 4.95x10"5 mol/L

Corrigiendo por el factor de dilucion se tiene:
Cra=4.95x10"° mol/L * (20.38mL/20.16mL) = 5.01x10-° mol/L
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Esta es la concentracion de acido rosmarinico libre en la celda cuando se alcanza una
estequiometria 1:1, y como ademas se conocen tanto la concentracién inicial de acido, la

de cobre agregada, se puede escribir el siguiente cuadro de balance de masa:

Cu(ll) + RA > CuRA
Inicio 220 pL*0.00731 mol/L= 20.16 mL*7.91x10° mol/L= 0
1.61x10° mol 1.59x10¢ mol
Reacciona
Equilibrio 20.38 mL*5.01x10° mol/L=
1.02x10 mol

Tabla 15. Cuadro de balance de masa para la valoracién complejométrica de acido rosmarinico con
Cu(ll).

A partir de los datos anteriores, se puede conocer la cantidad de moles de acido

rosmarinico que reaccionaron con Cu(ll), que es:

nraReaccion = np,Totales 4 o\ Equilibrio = 4 59x10% mol — 1.02x10% mol = 5.73x10"7 mol

Este dato sirve para inferir la cantidad de Cu(ll) que reacciond, asi como la cantidad de

complejo formado, pues se conoce la estequiometria de la reaccion:

5.73x1077 mol RA* (1mol Cu(ll) / 1mol RA) = 5.73x107 mol CuRA

ademas:

nCu(”)EquiIibrio = If]Cu(”)TotaI _ nCu(")Reaccic’)n =1.61x10° mol — 5.73x107 mol

NcuanFaierie = 1,04x10¢ mol Cu(ll)

Al calcular estos valores se puede determinar la concentracion de todas las especies al
equilibrio en el primer punto de equivalencia, donde el volumen total en la celda es de

20.27 mL, los calculos anteriores se resumen en la siguiente tabla:
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Cu(ll) + RA <  CuRA
Inicio 220 pL*0.00731 mol/L= 20.16 mL*7.91x10° mol/L= 0
1.61x10° mol 1.59x10° mol
Reacciona 5.73x107 mol 5.73x107 mol
Equilibrio 1.04x107 mol /20.38 mL= 20.38 mL*5.01x10-5 mol/L= 5.73x107 mol /20.38
5.10x10° mol/L 1.02x10® mol mL= 2.81x10"5 mol /L

Tabla 16. Cuadro de balance de masa completo para la valoracion complejométrica de acido rosmarinico
con Cu(ll).

Basta sustituir los valores de concentracion al equilibrio anteriores en la expresion de la

constante de equilibrio para determinar su valor:

Equilibrio:  Cu(ll) + RA «& CuRA

[CuRA]

Constante de equilibrio: k1 =, = —
[Cu(ID)][RA]

B1 = [2.81x105 mol /L] / [(5.10x10" mol/L) (5.01x10 mol/L)] = 1.09x10*
Esto también se puede escribir como: logB1=4.04

Se aplico el mismo tratamiento de datos para obtener B2= 1.28x107 o logB2= 7.11

De la misma forma se realiz6 el tratamiento para la valoracién del acido rosmarinico con

Hg(ll), obteniendo logB>= 10.81 logB+= 6.08 y para los complejos Hg(RA)2 y HgRA

respectivamente.
Cation Complejos formados LogB:
Cu?* CuRA, Cu(RA)2 4.04, 7.11
Hg?* HgRA, Hg(RA) 6.08, 10.81

Tabla 17. Valores de log Bi obtenidos en la complejacién de &cido rosmarinico con cationes metalicos.
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9.5 Construccidn de los diagramas de abundancia relativa de especies

A continuacién, se muestra a modo de ejemplo, el procedimiento que se siguié para la
construccion del diagrama de abundancia relativa de las especies presentes durante la

formacion de complejos Cu(ll)-RA.

Un diagrama de abundancia relativa de especies es un grafico de ¢ en funcién de log[p]
donde @ representa la fraccion, en términos de concentracion, de la especie de interés y
[p] la concentracién de la particula intercambiada o en su caso la especie que represente
la variable independiente; por ejemplo, @ra se escribiria como:

[RA] [RA]

OrRA = —  — =
[RAlrom  [RA]+ [CuRA] + [CuRA:]

Si recordamos que los equilibrios que dan lugar a las formas complejadas del RA(Il) son

los siguientes:

[CuRA;]

Cu(ll) + 2RA < Cu(RA): 2= “[Cu] [RA]

[CuRA]
Cu(ll) + RA & CuRA ' T cw [RA]

Entonces podemos escribir @ra de la siguiente forma:

Ora = & = [RA] = [RA]
[RA]ro  [RA]+[CuRA] +[CuRAy]  [RA]+p; [CuZ] [RA]+ S, [Cu?] [RA]

Es decir que @ra es igual a:

1
L+ By [Cu*]+ B [Cu*] [RA]

PRA =
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Donde [RA] es constante; siguiendo con el desarrollo algebraico similar se obtienen las

siguientes expresiones:

OcuRA = fr [Co] = Qra S [Cu?)
1+ 1 [Cu] + fr [Cu**] [RA]
Ocuras = AIGTIRAL oy o [cu] [RA]

L+ [Cu*] + B [Cu] [RA]

Segun las expresiones anteriores, la abundancia relativa de cada especie depende de la
concentracion de Cu?*, de la concentracion del acido rosmarinico libre en disolucion y de
las respectivas constantes globales de formacion (Bi); sin embargo, las valoraciones
fueron realizadas conociendo [RA] en celda, por lo tanto, los diagramas se pueden
construir simplemente al asignar diferentes valores de [Cu?*] y calcular los respectivos
ORrA, PcurA Y @curA. COomo ejemplo se muestra la siguiente tabla donde se asignaron
valores a pCu?', que es el -log[Cu?'], entre 0 y 10, de donde se obtiene [Cu?'] y se

calculan después los valores de ¢.

pCu?* [Cu?*] oRA @CuRA @CuRA,
0 1.0000 7.76E-08 0.999149508 0.000850414
0.5 0.3162 7.74E-07 0.997314918 0.002684308
1 0.1000 7.70E-06 0.99155282 0.008439483
15 0.0316 7.56E-05 0.973716497 0.026207918
2 0.0100 7.15E-04 0.920903547 0.078381604
2.5 0.0032 6.08E-03 0.7831369 0.210784022
3 0.0010 4.02E-02 0.518467085 0.441287057
3.5 0.0003 1.74E-01 0.223824712 0.602432001
4 0.0001 4.49E-01 0.057890969 0.492732056
4.5 3.16E-05 7.35E-01 0.009475075 0.255024946
5 1.00E-05 9.00E-01 0.001159607 0.098698586
55 3.16E-06 9.66E-01 0.000124492 0.033507539
6 1.00E-06 9.89E-01 1.27426E-05 0.010845721
6.5 3.16E-07 9.97E-01 1.2838E-06 0.003455383
7 1.00E-07 9.99E-01 1.28684E-07 0.001095277
75 3.16E-08 1.00E+00 1.2878E-08 0.000346617
8 1.00E-08 1.00E+00 1.28811E-09 0.000109636
8.5 3.16E-09 1.00E+00 1.2882E-10 3.46725E-05
9 1.00E-09 1.00E+00 1.28824E-11 1.09647E-05
9.5 3.16E-10 1.00E+00 1.28825E-12 3.46736E-06
10 1.00E-10 1.00E+00 1.28825E-13 1.09648E-06

Tabla 18. Conjunto de valores calculados para construir el diagrama de abundancia relativa para los

complejos de Cu((I)-RA.
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Con los datos de la tabla 18 es posible obtener de forma directa el diagrama de
abundancia relativa al graficar los respectivos valores de ¢ para cada especie vs. pCu?*.

Al hacerlo se obtiene el siguiente diagrama:

Grafico 39. Diagrama de abundancia relativa de especies para los complejos de acido rosmarinico con
Cu(ll).

Se realiz6 el mismo tratamiento para trazar el diagrama de abundancia relativa de
especies para los complejos de Hg(ll) con acido rosmarinico, el resultado se muestra en

la siguiente grafica.

Gréfica 40. Diagrama de abundancia relativa de especies para los complejos de Hg(ll) con acido
rosmarinico.
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9.6 Estimacion de la incertidumbre asociada al analisis

A continuacion, se muestra a modo de ejemplo, la estimacion de la incertidumbre en los
analisis efectuados. En la siguiente expresion se considera el aporte de las diversas

fuentes de incertidumbre asociadas a cada experimento:
UC - [ UA2 + UBZ ]1/2

Donde Ua es la incertidumbre relacionada con el método de cuantificacion y puede ser
calculado conociendo la desviacion estandar y la raiz del numero de muestras como se

muestra en la siguiente formula: Ua = o / n'?

La incertidumbre tipo B puede ser estimada mediante las incertidumbres asociadas a

cada una de las muestras:
Ug = [ UConc.2 + UVoI.12 + UVoI.z2 + UMasa2 ]

Las fuentes de incertidumbre asociadas a cada determinacion del contenido de acido
rosmarinico cuantificado mediante polarografia diferencial de impulsos son: el volumen
de muestra, el volumen de aforo en caso de haber diluido y la masa pesada de romero
en el caso del extracto. Puesto que el contenido de acido rosmarinico se determiné
mediante la curva de calibraciéon por adiciones estandar, se puede estimar su

incertidumbre mediante la ordenada al origen y la pendiente de la recta. Uconc. = Ura

m

Ura = RAL (27 + ()1

La incertidumbre de la ordenada al origen (Up) y la incertidumbre de la pendiente de la
recta (Um) pueden obtenerse mediante el error tipico que proporciona un analisis de datos

en Excel.
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La incertidumbre asociada al volumen de muestra (tomada con una pipeta Eppendorf) es
de £ 0.1 ulL, para la dilucién se utilizé una pipeta volumétrica de 3.0 mL con una
incertidumbre de £ 0.010 mL y un matraz volumétrico de 10.0 mL con una incertidumbre
asociada de + 0.04 mL; para la masa pesada de romero se toma como incertidumbre la

resolucion de la balanza analitica: 0.0001 g.

Una vez que se tiene la Ua, se calcula Ug con los datos anteriores y posteriormente U,

que considera todas las fuentes de incertidumbre asociadas al experimento.
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